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A ocorrência de hipertermia tem sido consistentemente associada a 
uma pior evolução clínica no acidente vascular encefálico (AVE). Por outro lado, 
dados experimentais recentes indicam que ela desencadeia um processo 
neurodegenerativo crônico (sustentado indefinidamente e levando à disfunção 
cognitiva progressiva) ao ser induzida nas primeiras horas após a isquemia global 
transitória do encéfalo de ratos. Considerando a superposição parcial de 
mecanismos fisiopatológicos relativos à isquemia global transitória e a penumbra 
isquêmica, o presente estudo investigou os efeitos agudos e crônicos da hipertermia 
induzida pela elevação da temperatura ambiental iniciada precoce ou tardiamente ao 
longo das primeiras 24 horas que se seguem à isquemia focal transitória, que simula 
a situação clínica do AVE com recirculação induzida por agentes trombolíticos.  
Ratos Wistar machos foram submetidos a 60 minutos de oclusão da 
artéria cerebral média seguida de hipertermia (39.0-39.5ºC) ou normotermia. Na 
primeira fase do estudo, os animais foram submetidos à 6 horas de hipertermia ou 
normotermia iniciada imediatamente após a reperfusão, seguidos de sobrevida de 7 
dias e 2 meses. Na segunda fase, os animais foram submetidos à hipertermia de 2 
horas iniciada 2 horas, 6 horas ou 24 horas após a reperfusão, com sobrevidas de 7 
dias e 2 meses. Na terceira fase de experimentos, os animais foram submetidos à 
hipertermia de 2 horas iniciada imediatamente após a reperfusão, ou hipertermia de 
6 horas iniciada 2 horas, 6 horas ou 24 horas após a reperfusão, com sobrevidas 
programadas para 7 dias, 2 meses e 6 meses. Os efeitos da hipertermia pós-
isquêmica foram avaliados segundo parâmetros histopatológicos. A extensão da 
lesão foi efetuada através da quantificação do tecido cortical (penumbra) e 
subcortical (núcleo isquêmico) remanescente no hemisfério infartado ao nível -0.30 a 
partir do Bregma. 
Os resultados histopatológicos demonstram que a hipertermia de 6 
horas, quando iniciada 24 horas após a reperfusão determina tardiamente uma 
diminuição significativa na área de tecido remanescente cortical (afetado pela 
penumbra isquêmica) entre as sobrevidas de 2 e 6 meses. Quando a hipertermia de 
mesma duração é iniciada mais precocemente (6 horas após a recirculação) a 
redução do tecido cortical manifesta-se já entre as sobrevidas de 7 dias e 2 meses.  
 x 
Esses dados experimentais indicam que a hipertermia induzida após 
a isquemia focal desencadeia um processo neurodegenerativo crônico que afeta a 
zona de penumbra a longo prazo, sugerindo que um processo similar possa, a longo 
prazo, anular os benefícios da recirculação precoce induzida por agentes 
trombolíticos em pacientes que apresentem complicações febris. Como mediador 
desse processo neurodegenerativo propõe-se um mecanismo hipotético 
qualitativamente similar ao processo de envelhecimento do tecido nervoso, mas no 
entanto anormalmente acelerado, envolvendo a indução de mutações do ADN 
mitocondrial, capazes de gerarem um ciclo de retro-alimentação positiva que, no 
decorrer de meses, pode fazer com que as células neuronais remanescentes 
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O acidente vascular encefálico (AVE), também denominado AVC 
(acidente vascular cerebral), é uma síndrome clinicamente definida por apresentar 
sinais ou sintomas de surgimento abrupto de perda focal da função cerebral, 
cerebelar ou do tronco encefálico, causados por isquemia (AVEi) ou hemorragia 
(AVEh). Nenhuma outra causa determina um quadro clínico com tais características 
a não ser a de origem vascular, de tal forma que o diagnóstico de AVE pode ser 
firmado clinicamente. No entanto, a definição de AVE para ensaios clínicos requer 
sintomas com mais de 24 horas de duração ou a obtenção da imagem de uma lesão 
cerebral aguda, de forma a diferenciá-lo do ataque isquêmico transitório (Warlow, 
1998; Sacco, 1995).  
 
Os sintomas do AVE portanto duram mais que 24 horas ou levam a 
morte do paciente em um prazo inferior. A síndrome vascular isquêmica pode variar 
em severidade, apresentando como resultado desde recuperação funcional completa 
em menos de 24 horas (ataque isquêmico transitório), recuperação incompleta, 
incapacidade severa e morte.  Assim como em outras síndromes, o AVE é altamente 
heterogêneo, e suas numerosas causas influenciam o prognóstico, o tipo de 
tratamento requerido e as estratégias preventivas (Warlow, 1998).  
 
A evolução do AVE dependerá da intensidade lesional do episódio 
vascular, da importância funcional da área cerebral envolvida, da qualidade do 
atendimento de emergência prestado e da prevenção de insultos secundários 
sustentada ao longo da primeira semana de recuperação. O início imediato de 
medidas terapêuticas visa limitar a extensão da lesão, garantir a sobrevivência das 
células da zona de penumbra isquêmica, e prevenir complicações precoces e 
tardias. O intervalo entre o início dos sintomas e o início do tratamento deve ser o 
mais curto possível (Oliveira, Pimentel, 1999).  
  
 
1.2 Epidemiologia  
De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), 15 milhões 




5 milhões permanecem definitivamente incapacitados. O AVE foi a terceira principal 
causa de morte em 2002, acometendo 5,5 milhões de pessoas (3 milhões de 
mulheres e 2,5 milhões de homens), representando 10% do total de mortes, ficando 
atrás apenas das doenças coronárias com 7,2 milhões de casos (13%) e do câncer 
com 7,1 milhões de casos (12% do total).  Nos Estados Unidos da América, uma 
pessoa morre a cada 3 minutos vítima de AVE (Mackay, Mensah, 2004). 
  
  O AVE é também a principal causa de incapacidade a longo prazo, 
acometendo freqüentemente indivíduos em plena atividade e no auge de seu 
rendimento, impondo-lhes limitações motoras, sensitivas, sensoriais, de 
compreensão e expressão dos pensamentos, com sérias implicações de ordem 
social e econômica, extensivas a seus familiares (Oliveria, Pimentel, 1999).  
 
De acordo com a revisão publicada por Feigin et al (2003), estudos 
feitos entre 15 diferentes regiões do mundo demonstram que a incidência de AVE 
em pessoas com 55 anos ou mais varia de 4,2 a 11,7 por 1000 pessoas/ano. As 
proporções variam de 67% a 81% para AVE isquêmico, 7% a 20% para hemorragia 
intracerebral primária, 1% a 7% para hemorragia subaracnóide, e 2% a 15% para 
tipos não determinados. A idade média para pacientes afetados por AVE é de 70 
anos para homens e de 75 anos para mulheres. Mais da metade dos casos de AVE 
ocorre em pessoas com mais de 75 anos de idade. A taxa de prevalência em 
pessoas com 65 anos ou mais varia de 46 a 72 por 1000 habitantes. A mortalidade 
após 1 mês do início dos sintomas do AVE é aproximadamente 23%, sendo maior 
para hemorragia intracerebral (42%) e hemorragia subaracnoidal (32%) do que para 
AVE isquêmico (16%). 
 
A American Heart Association estima que os custos com AVE em 
2004 foram de US$ 53,6 bilhões. Os custos diretos com cuidados médicos e terapias 
foram de US$ 33 bilhões e os custos indiretos de perda de produtividade US$ 20,6 
bilhões. A National Stroke Association estimou que o custo médio por paciente em 
2001 nos primeiros 90 dias de recuperação foi de US$ 15.000,00, sendo que 10% 





Segundo dados do Ministério da Saúde referentes ao ano de 1994, 
as doenças cardiovasculares no Brasil foram responsáveis por 35% dos óbitos, 
sendo a cerebrovascular a principal causa (Ministério da Saúde, 1996).  
 
  
1.3 Mecanismos de dano isquêmico cerebral 
 
O cérebro humano adulto pesa em torno de 1.500 g, requerendo um 
suprimento ininterrupto de 150 g de glicose e 72 litros de oxigênio a cada 24 h. 
Como não consegue armazenar estas substâncias, a redução de glicose e/ou de 
oxigênio para níveis inferiores aos limiares críticos por apenas alguns minutos 
provoca grave disfunção. Quando o suprimento sangüíneo é interrompido por 
apenas 30 segundos já ocorrem alterações no metabolismo cerebral. Após 1 minuto, 
a função cerebral pode cessar, e após 5 minutos, a isquemia desencadeia uma 
cadeia de eventos neuroquímicos que pode levar à morte neuronal seletiva e, com 
interrupções mais prolongadas, mesmo ao infarto cerebral (Sacco, 1995). 
 
Múltiplos mecanismos podem levar à isquemia cerebral, como por 
exemplo: infarto hemodinâmico, resultado de um impedimento à perfusão normal 
(estenose arterial grave, aterosclerose, trombose); embolia, onde uma partícula ou 
trombo originário de um sítio arterial mais proximal é transportado pela corrente 
sangüínea causando uma oclusão distal; acometimento de pequenos vasos por lipo-
hialinose ou doença aterosclerótica local, levando à oclusão; dissecação arterial; 
vasculites primárias ou secundárias; estados de hiperviscosidade; doença 
moyamoya; displasia fibromuscular; compressões extrínsecas das principais artérias 
por um tumor, ou oclusão das veias que drenam o cérebro (Sacco, 1995). 
  
A oclusão de uma das principais artérias produz uma redução 
imediata do fluxo sangüíneo cerebral para as áreas do encéfalo supridas por ela. A 
redução do fluxo não é homogênea através do território isquêmico, mas é maior no 
centro da região isquêmica – denominado de núcleo isquêmico. A isquemia torna-se 
progressivamente menos severa à medida que se afasta do núcleo isquêmico até o 
fluxo tornar-se normal em regiões supridas por artérias adjacentes que não se 




fluxo é menos severa, corresponde àquela conhecida como “zona de penumbra”. A 
sustentação da perfusão parcial na região da penumbra isquêmica é resultado do 
fluxo sangüíneo colateral originário do território adjacente não isquêmico (Ginsberg, 
Busto, 1998). 
 
 Nas últimas duas décadas, modelos animais de isquemia cerebral 
adquiriram um papel importante, tanto nas investigações para elucidar a 
fisiopatologia da lesão cerebral isquêmica, quanto em estudos pré-clínicos de 
agentes farmacológicos potencialmente terapêuticos e outras estratégias 
neuroprotetoras. 
 
O estudo sistemático tanto da fisiopatologia quanto da terapia da 
isquemia cerebral requer a disponibilidade de modelos in vivo altamente 
reproduzíveis e fisiologicamente controláveis. Espécies animais de grande ou médio 
porte, como por exemplo, o cão, gato, coelho e primatas têm sido utilizadas para 
estudar a isquemia cerebral.  Contudo, os modelos que utilizam pequenos animais 
possuem diversas vantagens. O uso de roedores é mais bem aceito eticamente do 
que o de primatas. Além disso, animais menores possuem menores custos de 
alimentação e espaço físico. Com relação à anatomia e fisiologia cerebro-
vasculares, existe razoável semelhança entre roedores e mamíferos superiores 
(Ginsberg, Busto, 1998). 
 
Da mesma forma que a isquemia cerebral humana, os modelos de 
isquemia cerebral podem ser divididos em modelos de isquemia global e de 
isquemia focal. Os dois principais modelos de isquemia global são os modelos de 
oclusão dos 4 vasos e o de oclusão de 2 vasos associada à hipotensão arterial 
sistêmica.  O modelo de oclusão de 4 vasos foi descrito por Pulsinelli e Brierley 
(1979).  Após o animal ser anestesiado, o forâmen alar da primeira vértebra cervical 
é acessado através de uma incisão dorsal. Através do uso de um eletrocauterizador, 
as artérias vertebrais são coaguladas. Um fio de reparo é colocado ao redor de cada 
artéria carótida comum, e exteriorizado através de uma incisão ventral na região 
cervical.  A isquemia é provocada quando o rato, já recuperado da anestesia, tem as 




reflexo do endireitamento, sinal de isquemia efetiva. A reperfusão é obtida pela 
restauração do fluxo carotídeo.   
 
Em 1984, Smith et al descreveram o modelo de oclusão dos 2 
vasos. A isquemia é induzida pela oclusão bilateral das artérias carótidas combinada 
com hipotensão sistêmica (50 mmHg). Este modelo tem sido utilizado atualmente 
como uma melhor alternativa ao modelo de oclusão dos 4 vasos, proporcionando 
melhor controle de variáveis fisiológicas (como pressão arterial e oxigenação 
sangüínea) e menor variabilidade de resultados histopatológicos (Smith et al, 1984). 
  
 
Os modelos de isquemia focal envolvem principalmente a oclusão da 
artéria cerebral média (ACM). Esses modelos tem sido amplamente utilizados pela 
sua relevância para as condições clínicas do AVEi. Um grande número de modelos 
de oclusão da ACM tem sido utilizado, tanto de oclusão de natureza permanente 
quanto temporária (Ginsberg, Busto, 1998).  
 
A isquemia focal é caracterizada pela presença de um centro de 
tecido densamente isquêmico, e um tecido mais periférico com menor densidade 
isquêmica, parcialmente suprido pelos vasos colaterais.  Devido ao seu tamanho, os 
ratos oferecem muitas vantagens. A circulação proporcionada pela ACM é similar à 
do homem, e existe uma boa circulação colateral proveniente das regiões frontal e 
occipital, sendo considerada por essas razões um bom alvo para experimentos de 
oclusão ou embolização (Memezawa, 1993). 
 
Em 1981, Tamura et al descreveram o modelo de oclusão proximal 
permanente da ACM através de craniectomia. Outro modelo de oclusão foi o descrito 
por Koizumi et al (1986) e modificado por Longa et al (1989), no qual a isquemia é 
produzida por um filamento intraluminal introduzido em sentido retrógrado através da 
artéria carótida externa, progredindo anterogradamente pela artéria carótida interna 
até encontrar resistência. Presume-se que neste ponto ocorra a oclusão da artéria 
cerebral média. A principal diferença entre o modelo descrito por Tamura e o 
descrito por Koizume está no fato de que no segundo permite-se a reperfusão da 





Nos modelos de isquemia focal da ACM o centro de tecido 
densamente isquêmico geralmente engloba a parte lateral do caudadoputâmen e o 
neocórtex adjacente, pois esses são tecidos cuja perfusão depende totalmente 
desse vaso sangüíneo.  As áreas periféricas ao núcleo isquêmico são perfundidas 
pela artéria cerebral anterior e artéria cerebral posterior, além de outros vasos 
colaterais, a maioria dos quais leptomeningeais. A vitalidade do tecido presente no 
núcleo isquêmico encontra-se usualmente comprometida quando a isquemia se 
prolonga para além dos 15 a 30 minutos iniciais de isquemia sob temperatura 
normal. Em contraste, apesar das áreas perifocais estarem sob risco, elas se 
mantêm viáveis por longos períodos. Com um razoável suprimento colateral, a 
viabilidade pode ser preservada por várias horas. Com o tempo o infarto geralmente 
aumenta de tamanho, porque partes dos tecidos perifocais são recrutadas pelo 
processo que leva à necrose.  Como esse processo toma um tempo relativamente 
longo, existe uma janela adequada para a intervenção terapêutica (Siesjo, 1992a).  
 
Symon (1980) definiu dois limiares de fluxo sangüíneo cerebral, que 
são úteis para fazer a diferenciação entre tecidos em processo de morte celular e 
tecidos sob risco. Em humanos, o fluxo sangüíneo normal é de 0,5   ml.g-1.min.-1. 
Quando o fluxo cai para cerca de 0,25 ml.g-1.min.-1 neurônios afetados vão se tornar 
eletricamente silenciosos. Mesmo não funcionando normalmente, eles podem se 
manter vivos por certo tempo. A transgressão de outro limiar, 0,12 ml.g-1.min.-1, leva 
à falência da membrana e à perda da homeostase iônica. A zona caracterizada pelo 
silêncio elétrico sem perda da polarização da membrana corresponde à zona de 
penumbra (Astrup et al, 1981; Hakim, 1987), podendo permanecer viável por muitas 
horas e reter um considerável potencial para recuperação da função neural. Se essa 
região puder ser salva, uma recuperação neurológica substancial pode ser possível 
mesmo em um indivíduo que se apresenta inicialmente com um quadro clínico 
correspondente a um AVE devastador (Albers, 1997). Funcionalmente, podemos 
definir a penumbra isquêmica como a parte da região isquêmica que é 
potencialmente salvável (Siesjo, 1992a). 
 
A penumbra pode ser recrutada ao processo de morte celular por 2 




tecido bem perfundidas; 2) ilhas de necrose desenvolvem-se em tecidos com pouca 
perfusão sanguínea que, com o tempo, coalescem e se tornam uma extensão do 
infarto.  Fatores como estresse oxidativo, acidose, edema, efluxo de K+ / influxo de 
Ca++, e depressão da síntese protéica podem comprometer a vitalidade das células 
da zona de penumbra. A peroxidação lipídica resultante do estresse oxidativo pode 
levar ao edema (citotóxico e/ou vasogênico), e tanto a expansão dos espaços 
intersticial e intracelular como a hipertensão intracraniana resultante podem 
comprimir a os vasos capilares da zona de penumbra, reduzindo ainda mais o seu 
suprimento sangüíneo e levando-a a incorporar-se ao infarto (Siesjo, 1992a).  
 
O processo da lesão isquêmica é primariamente devido à falência 
energética. Em outras palavras, a necrose celular é secundária ao distúrbio do 
metabolismo energético, ou seja, à falência da síntese de ATP, ameaçando a 
sobrevida celular de 3 mecanismos fundamentais e interdependentes. 
Primeiramente, na falta de uma fonte energética adequada, a glicólise anaeróbica é 
estimulada, levando a acidose intra- e extra-celular. O segundo principal mecanismo 
consiste no rompimento da homeostase iônica.  Dois componentes dessa ruptura 
encontram-se no foco de interesse atual: os influxos celulares de Na+ e Ca2+. A 
terceira consequência da falha energética é a ameaça à integridade estrutural da 
célula, onde a peroxidação lipídica secundária ao estresse oxidativo desempenha o 
papel fundamental (Siesjo, 1992a). 
 
A energia fornecida pelo ATP é utilizada para a extrusão de 3 íons 
Na+ em troca de 2 íons K+, e extrusão de 1 íon Ca2+ em troca por 2 íons H+. Dessa 
forma, as concentrações extracelulares de Na+ e de Ca2+ se tornam respectivamente 
10 e 10.000 vezes maiores que aquelas encontradas no espaço intracelular, 
enquanto que a concentração intracelular de K+ é em torno de 40 vezes maior que a 
extracelular. Assim, sob circunstâncias normais, os fluxos iônicos ativo e passivo 
encontram-se equilibrados. Em caso de falência energética, as bombas iônicas 
falham, e a homeostase iônica é perdida. A direção do fluxo iônico é então 
determinada pelos gradientes de concentração. Isto significa que o Na+, Ca2+ e Cl- 






Aproximadamente a metade do ATP consumido pelo cérebro é 
utilizada no transporte de Na+ (Ames, 1992). A despolarização prolongada da 
membrana e o aumento do Na+ intracelular associado a ela são conseqüência da 
depleção das reservas de ATP. Esta despolarização resulta na liberação do 
glutamato e de outros neurotransmissores dependentes de Ca2+ (Juurlink, Sweeney, 
1997).  
 
O glutamato ativa receptores pós-sinápticos, constituídos de 5 
subunidades, que formam canais iônicos permeáveis aos cátions. Três classes de 
receptores ionotrópicos do glutamato foram identificadas: os do tipo AMPA, cainato e 
NMDA.  Esses canais são respectivamente permeáveis ao Na+ e K+, enquanto o 
receptor NMDA também é permeável ao Ca2+. Além disso, o glutamato também ativa 
os receptores metabotrópicos, os quais regulam as cascatas de reações 
intracelulares desencadeadas pela ativação da proteína G. Enquanto a estimulação 
do receptor NMDA abre um canal para a entrada de cálcio na célula, o estímulo dos 
receptores metabotrópicos induz a liberação de Ca2+ a partir do esvaziamento dos 
estoques intracelulares; por outro lado a ligação dos receptores AMPA e cainato com 
o agonista abre canais de cálcio voltagem-dependente pela despolarização da 
membrana. A elevação do cálcio iônico livre no citosol ativa proteases, lipases (como 
a fosfolipase A2) e endonucleases que iniciam o processo de morte celular (Berger, 
Garnier, 1999).  A ativação sustentada de fosfolipases resulta na liberação de 
grandes quantidades de acidos graxos livres, tais como o ácido araquidônico a partir 
da membrana fosfolipídica, elevando-se as concentrações de diacilglicerol, 
lisofosfolípides e fator de agregação plaquetária (Farooqui, 1994).   
 
O ácido araquidônico liberado em excesso resulta na produção de 
compostos vasoativos, incluindo os radicais livres.  A elevação do Ca2+ intracelular 
resulta também na produção mitocondrial de radicais livres (Juurlink, Sweeney, 
1997). 
 
A reperfusão do tecido afetado pelo insulto isquêmico pode resultar 
em edema vasogênico, o qual é conseqüência das peroxidação lipídica provocada 
pelas espécies reativas de oxigênio sobre os fosfolípides de membrana, levando à 




pela invasão leucocitária que resulta em inflamação, acentuando-se o estresse 
oxidativo (Shiga et al, 1991). Além disso, justamente devido à reposição da oferta de 
oxigênio na reperfusão, ocorre maior formação de radicais livres que acentuam o 
dano celular – fenômeno conhecido por lesão de reperfusão. 
 
Entre as principais funções de certas vitaminas presentes nas 
células, como, por exemplo, -tocoferol e ácido ascórbico, encontram-se a atividade 
de varredores de radicais livres. Além disso, a função de algumas enzimas como a 
superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase é metabolizar os 
radicais livres ou seus compostos precursores. A SOD cataliza a transformação do 
ânion superóxido (O2
-
) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e com isso diminui a 
possibilidade de formação do radical OH
-
 na reação de Fenton. Paralelamente a 
glutationa peroxidase remove o H2O2 do espaço intracelular reduzindo-o a H2O e O2 
e impedindo que o H2O2 sirva como substrato para a formação do radical hidroxila 
(OH) em presença de ferro (Juurlink, Sweeney, 1997). Justamente a restauração da 
oferta de oxigênio que ocorre durante a recirculação permite a produção dos radicais 
livres de oxigênio. Dessa forma, as espécies reativas de oxigênio e outros radicais 
são formados quando compostos reduzidos (acumulados durante a isquemia) são 
reoxidados (Siesjo, 1992b). 
 
Mesmo sendo o citocromo a-a3 mitocondrial capaz de aceitar quatro 
elétrons sem formar radicais livres, o oxigênio tem a tendência de aceitar um elétron, 
permitindo a formação de radicais superóxido (O2) e H2O2. Tal redução univalente 
ocorre nos passos mais proximais na cadeia respiratória mitocondrial, nas reações 
extramitocondriais, e naquelas em que a hipoxantina e xantina são oxidadas a ácido 
úrico pela xantina oxidase. A reação da xantina oxidase é um bom exemplo de fonte 
de radicais livres durante o processo de isquemia/recirculação. Isso ocorre porque a 
hipoxantina e a xantina se acumulam durante a isquemia, e porque a elevação no 
Ca2+ intracelular ativa proteases que convertem a xantina dehidrogenase em xantina 
oxidase (Siesjo, 1992b). 
 
O radical hidroxila (OH) é extremamente tóxico para a célula. 




moléculas de ácido desoxirribonucléico, não havendo sistemas enzimáticos capazes 
de neutralizá-lo. O radical hidroxila é produzido quando O2 e H2O2  reagem na 
chamada “reação de Haber-Weiss”, catalizada pelo ferro.  O ferro, que normalmente 
está ligado às proteínas como ferritina e transferrina, pode ser liberado da ferritina 
pelo O2 e da transferrina pela acidose. Em estado livre, o ferro é pró-oxidante e 
pode levar à formação de espécies tóxicas como o radical hidroxila. Apesar de que o 
radical hidroxila possui baixa difusibilidade e reage apenas no local de produção, 
como o O2 e o H2O2 possuem boa difusibilidade, podendo formar radicais 
hidroxilas à distância, o dano causado pelos radicais livres torna-se extenso, 
coincidindo com a atividade catalítica do ferro liberado (Siesjo, 1992b). 
 
O óxido nítrico (NO) é outra fonte de espécies reativas. Sintetizado a 
partir da oxidação da L-arginina pela óxido nítrico sintetase, uma enzima ativada 
pelo complexo cálcio-calmodulina, em resposta à elevação dos níveis intracelulares 
de cálcio. A formação de radicais livres ocorre quando o NO reage com o O2 
produzindo peroxinitrito e quando o peroxinitrito é subseqüentemente degradado, 
com a formação de OH (Siesjo et al, 1998). Além disso, credita-se ao NO parte do 
distúrbio do metabolismo do ferro. O NO, diretamente ou através de suas espécies 
reativas derivadas, causa falência energética, produz dano ao DNA, inibe a síntese 
de DNA e promove a morte celular programada (Iadecola, 1997). 
 
Outra consequência dos eventos desencadeados pela falência 
energética é a ativação da glicólise, com produção de lactato e íons hidrogênio, 
levando à redução do pH intra- e extra-celular. No caso de isquemia completa, a 
quantidade de lactato formado corresponde principalmente à reserva tecidual pré-
isquêmica de glicose e glicogênio, mas a quantidade de lactato formado varia 
também largamente conforme a concentração plasmática de glicose na isquemia 
incompleta.  As causas do agravamento da lesão pela acidose ainda não estão bem 
definidas, mas supõe-se que esteja relacionado com a formação de radicais livres 
promovida pela ação pró-oxidativa do ferro liberado de proteínas, como a 






1.4 - Isquemia e hipertermia 
 
A ocorrência de febre logo após o início do AVE está fortemente 
associada com um pior prognóstico. A associação entre temperatura retal e 
prognóstico no AVE foi inicialmente relatada por Hindfelt, o qual demonstrou em um 
estudo prospectivo com 110 pacientes admitidos com até 24 horas a partir do início 
dos sintomas do AVE que mesmo níveis subfebris (temperatura 37,5ºC e 38,0ºC) 
de temperatura durante os primeiros dias após o AVE estão associados a um pior 
prognóstico (Hindfelt,  1976).  Castillo e colaboradores demonstraram em 
corroboração, 18 anos depois, que a elevação da temperatura corporal em pacientes 
vítimas do AVE dentro das primeiras 24 horas está associada a um pior prognóstico 
(Castillo et al, 1994).  
 
Subseqüentemente, investigadores apontam a temperatura corporal 
como um fator independente e significativamente relacionado com a severidade do 
AVE, extensão da lesão, mortalidade e prognóstico nos indivíduos que sobrevivem 
ao acidente vascular. Para cada 1ºC de aumento da temperatura corporal, o risco 
relativo de piora no prognóstico aumenta em torno de 2,2 vezes (Reith et al, 1996). 
 
Em 1998, Castillo e colaboradores publicaram um estudo com 
relação ao efeito da hipertermia iniciada após diferentes latências a partir do início 
do AVE. A hipertermia nas primeiras 72 horas aumentou significantemente a 
mortalidade. Nas primeiras 24 horas, a hipertermia promoveu um aumento 
signicativamente maior na morbidade (Castillo et al, 1998).  Fukuda e colaboradores 
demonstraram a correlação entre a extensão do infarto e temperatura corporal em 
indivíduos vítimas de AVE (Fukuda et al, 1999). 
 
Um estudo retrospectivo em 509 pacientes apontou a hipertermia 
como fator de risco para a mortalidade após o decurso de 1 ano da instalação do 
AVE; a sobrevida após 1 ano no grupo que sofreu hipertermia foi significativamente 





Um estudo meta-analítico publicado em 2000 demonstra que tanto a 
morbidade quanto a mortalidade são significativamente maiores nos grupos de 
pacientes que sofreram elevação da temperatura. Além disso, demonstra um efeito 
maior da hipertermia quanto mais precoce for o início da mesma (Hajat et al, 2000). 
Szczudlik e colaboradores demonstraram que a microalbuminúria e 
a hipertermia encontrados logo após o início do AVE acarretam de maneira 
independente um pobre prognóstico (Szczudlik et al, 2003). Além disso, um aumento 
na temperatura corporal está associado a um aumento do tempo de permanência na 
unidade de terapia intensiva e no hospital (Diringer et al, 2004). 
 
Apesar das claras evidências clínicas de um pobre prognóstico em 
indivíduos que desenvolvem hipertermia após o AVE, o controle da temperatura 
nestes indivíduos continua inadequado, apesar da elevação da temperatura 
encontrar-se documentada um evento comum em indivíduos acometidos de doenças 
cerebrovasculares. Przelomski e colaboradores demonstraram a ocorrência de febre 
em 22% dos pacientes nos 5 primeiros dias após o AVE (Przelomski et al, 1986).  
 
Azzimondi e colaboradores demonstraram temperatura corporal 
elevada em 43% dos pacientes avaliados ao longo de uma semana após o AVE 
(Azzimondi et al, 1995). Castillo e colaboradores demonstraram aumento da 
temperatura corporal em 61% dos pacientes em até 72 horas após o AVE (Castillo et 
al, 1998). Grau et al (1999) demonstraram que 32% tiveram a temperatura corporal 
maior ou igual a 37,5°C em até 48 horas após o evento isquêmico. Episódios febris 
ocorreram em 47% dos 428 pacientes da unidade de terapia intensiva neurológica 
(Kilpatrick et al, 2000). Szczudlik e colaboradores demonstraram a ocorrência de 
hipertermia em 18% dos pacientes no primeiro dia após o AVE, e em 25% dos 
pacientes no segundo dia (Szczudlik et al, 2003). 
 
Experimentos com animais demonstram que a hipertermia  induzida 
acentua a lesão isquêmica cerebral. No modelo de isquemia global, a elevação intra-
isquêmica da temperatura corporal mostrou acentuação evidente  da lesão no 




Minamisawa et al, 1990). Outros dados da isquemia global mostram que a 
administração de drogas como a dipirona com o objetivo de evitar o aparecimento de 
hipertermia espontânea no período pós-isquêmico (entre 18 e 32 horas após a 
recirculação), promoveu neuroproteção (Coimbra et al, 1996a; Coimbra et al, 1996b). 
Baena et al, induzindo hipertermia 24 horas após o insulto isquêmico demonstraram 
que mesmo com um atraso tão prolongado no início da hipertermia induzida pode 
agravar a lesão isquêmica em regiões vulneráveis do sistema nervoso central 
(Baena et al, 1997). 
 
No modelo de isquemia focal com oclusão permanente da ACM, a 
hipertermia induzida desde 1 hora antes até 1 hora após o início da oclusão, ou 
induzida imediatamente após o início da oclusão e mantida por 1 hora, promoveu em 
ambos os casos um maior volume de infarto (Chen et al, 1991). Já na oclusão 
reversível da ACM por 2 horas, a elevação da temperatura no período intra-
isquêmico para 39°C aumentou em 3 vezes o volume de infarto (Morikawa et al, 
1992). Animais submetidos à hipertermia de 40°C sustentada por 3 horas a partir do 
decurso de 1 dia após a oclusão da ACM por 1 hora apresentaram infarto 
significativamente maior do que outros grupos submetidos a 37º, 38º ou 39°C (Kim 
et al, 1996). Em um trabalho posterior, Kim et al (1998) demonstraram que a 
hipertermia também pode promover alterações na expressão gênica. 
 
Reglodi et al (2000) demonstraram que a hipertermia pós-isquêmica 
que pode ocorrer espontaneamente no modelo de oclusão focal transitória da ACM 
tanto aumenta a extensão quanto acelera a progressão temporal da isquemia 
cerebral.   
 
A hipertermia aumenta a vulnerabilidade do tecido nervoso à 
isquemia, especialmente nas zonas marginais; dessa forma, a zona de penumbra 
isquêmica tem sido considerada mais sensível à hipertermia (Reglodi et al, 2000). 
Dessa forma, a ocorrência de hipertermia, pode reduzir ou anular os efeitos 
benéficos (recuperação da função da zona de penumbra) da administração de 





Os efeitos deletérios da hipertermia também foram demonstrados 
por Noor e colaboradores. A isquemia cerebral focal foi induzida pela introdução um 
êmbolo pré-formado através da artéria cerebral média. Um grupo de animais foi 
submetido à elevação da temperatura retal a 39,5ºC antes do início da isquemia, e 
mantida por 3 horas após a embolização. Os animais normotérmicos apresentaram 
um aumento do volume médio de infarto de aproximadamente 93% em relação aos 
animais normotérmicos (Noor et al, 2003). Subseqüentemente, Noor e colaboradores 
relataram novamente o aumento do volume de infarto pela hipertermia, 
demonstrando também a diminuição dos efeitos neuroprotetores do rt-PA, o 
aumento na permeabilidade da barreira hemato-encefálica e o atraso no 
restabelecimento da perfusão encefálica (Noor et al, 2005). 
 
No seu conjunto, os efeitos das alterações da temperatura no 
período pós-isquêmico demonstram que o dano celular não se completa logo após o 
início da isquemia, mas que progride lentamente, podendo ser reduzido ou 
acentuado pela hipo- ou hipertermia, respectivamente, ao longo das primeiras horas 
ou dias. 
 
Outra observação importante com relação à interação do AVE com a 
hipertermia é o possível papel da isquemia cerebral na Doença de Alzheimer. As 
doenças cérebros-vasculares e seus fatores de risco tem sido também associados à 
Doença de Alzheimer, podendo no entanto apenas constituir-se em processos 
coincidentes que causam dano adicional ao tecido nervoso em envelhecimento 
acelerado. Entre casos de Doença de Alzheimer confirmados em necropsias, 
aqueles com histórico de AVE demonstraram mais acentuada demência (Honig et al, 
2003).  
 
No entanto, a hipertermia e a isquemia podem concorrer para o 
desencadeamento de um processo neurodegenerativo crônico. Em um estudo 
relativamente recente, Sinigaglia-Coimbra e colaboradores induziram hipertermia 
pós-isquêmica em animais submetidos à isquemia global transitória. O resultado 
desta pesquisa demonstrou o surgimento e o desenvolvimento de um processo 
neurodegenerativo crônico auto-sustentado, semelhante ao encontrado na doença 




de vários sinais que são encontrados no cérebro humano afetado pela doença de 
Alzheimer, incluindo-se as placas neuríticas e os novelos neurofibrilares, além da 
persistência da ativação microglial e do sistema citolítico do complemento. Além 
disso, os animais também desenvolveram graves deficiências cognitivas ao longo de 
sobrevidas prolongadas, deficiências essas caracterizadas pela observação de 
tigmotaxia durante o teste do labirinto aquático de Morris. Este comportamento 
observado nos animais com 1 mês de sobrevida e sustentado aos 5 meses de 
recuperação,  pode ser comparado ao estado demencial em humanos (Sinigaglia-
Coimbra, 2003). 
 
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar se um 
processo neurodegenerativo semelhante ser desencadeado pela hipertermia 
induzida após a isquemia focal transitória, afetando a zona de penumbra. 













Este estudo propõe-se a:  
 
- de uma forma geral, caracterizar os efeitos histopatológicos 
agudos e crônicos da hipertermia pós-isquêmica sobre o destino 
da zona de penumbra isquêmica em ratos; 
 
- especificamente a longo prazo verificar se a hipertermia pode 
produzir um processo neurodegenerativo crônico na zona de 
penumbra ao ser induzida após a isquemia focal transitória em 
ratos, tal como ocorre após a isquemia global transitória; 
 
- nesse caso, determinar qual período ou “janela de oportunidade” 
em que esse processo neurodegenerativo crônico pode ser 
produzido após a isquemia focal transitória em ratos. 
 
- verificar através de análise imunohistoquímica a expressão de 
marcadores de processos neurodegenerativos. 
 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 
peso entre 330-350 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da Escola Paulista 
de Medicina - Universidade Federal de São Paulo.  Os animais tiveram livre 
acesso à água e ração e permaneceram durante toda a sobrevida em biotério 
equipado com um sistema de controle automático de temperatura, ventilação e 
ciclo claro-escuro de 12 horas.  Os animais submetidos à isquemia foram 
mantidos em jejum de 12 horas previamente ao procedimento cirúrgico, visando 
excluir do estudo animais com níveis hiperglicêmicos. 
 
3.1- Modelo Experimental 
O modelo experimental usado foi descrito por KOIZUMI (1986) e 
modificado por LONGA (1989). 
 
3.1.1 - Controle de temperatura durante a cirurgia: 
A temperatura corporal foi controlada durante todo o 
procedimento cirúrgico através de um sistema automático de controle de 
temperatura (Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard Apparatus, EUA), 
composto por uma unidade de controle, um sensor e uma almofada térmica. Com 
o sensor introduzido através do reto até aproximadamente 6-8 cm de distância do 
ânus, os animais foram colocados sobre a almofada térmica, de forma a ter sua 
temperatura controlada em 37,00,5ºC, até a recuperação anestésica evidenciada  
pela recuperação do reflexo de endireitamento. 
 
3.1.2 - Procedimento Cirúrgico: 
Para a indução da anestesia foi utilizada uma câmara acrílica 
saturada com mistura gasosa de óxido nitroso e oxigênio (3:1) com o auxílio de 
fluxômetros de baixo fluxo (Harvard Apparatus, EUA) e vaporizada (vaporizador 
Halothano 19.3, Dräger, Alemanha) com halotano a 4% (Halothane U.S.P.- 
Halocarbon).  Logo após a perda de consciência os animais foram entubados com 
uma cânula orotraqueal flexível de polietileno (PE-200, INTRAMEDIC 
Polyethylene Tubing, Clay Adams, Becton Dickinson) de 6,5 cm de comprimento e 
diâmetro externo de 1,9 mm.  Após fixação da cânula ao animal através de sutura 
do lábio superior, os animais foram conectados a um ventilador mecânico para 
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roedores (7025 Rodent Ventilator, UGO BASILE, Itália)  equipado com PEEP 
(positive expiratory end-pressure, ou pressão positiva expiratória final) e sistema 
de umidificação.  A concentração de halotano foi reduzida para 1,5% durante o 
procedimento cirúrgico.  
A artéria ventral da cauda foi canulada com cateter de polietileno 
(Intramedic Polyethylene Tubing, PE 50, Clay Adams, Becton & Dickson) para sua 
conexão a um sistema computadorizado de aquisição de dados (Data 
Acknowledge 3.0 - BIOPAC System, acoplado a um computador Macintosh 
PowerPC 7200, Apple Computers, EUA) para a monitoração da pressão arterial 
média (PAm).  Através deste cateter é possível a coleta de 200µl de sangue 
utilizando-se capilares heparinizados (CLINITUBES, Radiometer) para a análise 
dos gases arteriais e correção de pH, além da dosagem da glicemia. 
Os gases sanguíneos arteriais, bem como o pH sanguíneo foram 
mantidos entre os seguintes padrões previamente à isquemia: PaO2 70-90 
mmHg; PaCO2 35-40 mmHg; HCO3- entre 18 e 22 mmol/L; pH 7,35-7,45.  Os 
animais com glicemia fora da faixa de 60 à 110 mg/dl foram excluídos do estudo. 
 
3.1.3 - Indução da Isquemia 
A oclusão da artéria cerebral média (ACM) é obtida através do 
bloqueio do fluxo sanguíneo da ACM através da introdução de um filamento de 
sutura intraluminal (mononylon) na artéria carótida interna (ACI) que progride 
após o ponto de bifurcação com a ACM. 
Através de uma incisão longitudinal na linha média, a artéria 
carótida comum (ACC) foi dissecada e separada do nervo vago.  Um afastador foi 
posicionado entre os músculos digástrico e esternocleidomastóideo e os 
músculos omohióideo e esternohióideo também foram separados.  Após isso, os 
ramos da artéria carótida externa foram isolados e coagulados (artéria ocipital, 
artéria faríngea ascendente, artéria tiroídea superior e também os ramos das 
artérias maxilar e lingual). 
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Então, a ACC foi exposta próxima ao ponto da bifurcação com a 
artéria carótida externa (ACE), e a ACC foi clampeada abaixo da bifurcação.  A 
artéria carótida interna (ACI) foi dissecada e o ramo pterigopalatino da ACI foi 
afastado lateralmente.  Nesse momento, a ACE foi cortada, o coto distal foi 
suturado, e o coto proximal foi alinhado com a ACI para a introdução do filamento 
oclusivo.  Após ter sua ponta moldada com o auxílio da chama de vela, uma 
extensão de 17 a 20 mm de um filamento de mononylon 4.0 (Brasmedica, 
Brasmedica S.A. Ind. Farm., Brasil) foi introduzida pela artéria carótida externa em 
direção retrógada, progredindo através da artéria carótida interna, até o ponto 
onde a sua extremidade mais avançada (moldada na chama da vela), após 
penetrar na cavidade intracraniana, alcançou um ponto de resistência. Nessa 
circunstância considerou-se que o ponto de emergência da artéria cerebral média 
foi alcançado.   
Nesse momento, o animal foi suturado e retirado do respirador,  
retornando assim da anestesia. Essa prática permite que animais que não 
desenvolvem os sinais clínicos característicos da oclusão unilateral da artéria 
cerebral média, como a hemiparesia e a marcha em círculos, sejam excluídos do 
experimento.  Após o decurso de 1 hora, os ratos com sinais positivos de 
isquemia foram novamente anestesiados.  O filamento foi retirado, o coto da ACE 
foi ligado e a recirculação foi estabelecida. 
 
3.2 – Hipertermia pós-isquêmica 
A hipertermia foi induzida nos animais com o auxílio de uma caixa 
de hipertermia (figura 1), que proporcionou a elevação da temperatura corpórea 
de animais através do aquecimento ambiental.  O equipamento é composto por 
duas torres laterais de madeira, onde se processa o aquecimento pela captação 
do ar que é colocado em contato com duas placas de metal paralelas (com 
distância de 3 cm entre elas) aquecidas por duas lâmpadas de raio infra-vermelho 
(cada torre), e um compartimento central de acrílico que capta o ar aquecido das 
torres laterais através de um sistema de vácuo.  Esse sistema de vácuo faz com 
que o ar que entra nas torres percorra a superfície quente das placas. O vácuo 
mantém um fluxo de ar aquecido contínuo fornecido pelas torres de aquecimento 
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para o interior da caixa acrílica (onde os animais são mantidos) e daí para o 
sistema de exaustão da sala.  
As lâmpadas de raio infra-vermelho estão conectadas à 
termostatos para o controle da intensidade de calor.  Durante o período de 
hipertermia, a temperatura ambiental é periodicamentemente verificada e 
ajustada, de forma que a temperatura corporal dos animais não ultrapasse 39,5º 
C.  Durante a hipertermia os animais têm livre acesso à água e comida. 
 
 
Figura 1- Foto ilustrativa da caixa de hipertermia ambiental. Notar em A as torres 
laterais com os orifícios para a captação e aquecimento do ar e em B a caixa 
caixa acrílica que capta o ar aquecido, onde os animais têm sua temperatura 
corporal monitorada. O sistema de vácuo responsável pelo fluxo de ar da caixa 






3.3 - Grupos Experimentais  
O estudo foi divido em 4 fases: 
Primeira Fase: 7 dias e 2 meses de sobrevida. Os grupos foram divididos 
conforme tabela a seguir: 
 
Grupo Experimental  Descrição 
isq/7d  
isq/2m 
Animais submetidos a 1 hora de oclusão da 
artéria cerebral média; 7 dias ( /7d) ou 2 meses     




Animais submetidos a 1 hora de oclusão da 
artéria cerebral média seguida de 6 horas de 
hipertermia imediatamente após a reperfusão; 7 







Constituído de animais submetidos à operação 
simulada, ou seja, a todo o procedimento 
cirúrgico, e introdução de apenas parte do 
filamento, insuficiente para oclusão da artéria 
cerebral média, com retirada imediata do mesmo; 





Operação simulada seguida de um período de 6 
horas de hipertermia; 7 dias ( /7d) ou 2 meses ( 





Animais normais, livres de qualquer procedimento; 
7 dias ( /7d) ou 2 meses ( /2m) de sobrevida  
normais/hiper6h/7d 
normais/hiper6h/2m 
Animais normais, submetidos a 6 horas de 















Segunda Fase: 7 dias e 2 meses de sobrevida. Os grupos foram divididos 
conforme tabela a seguir: 
 
Grupo Experimental  Descrição 
isq/7d 
isq/2m 
Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 





Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média  e 2 horas após a reperfusão, 
submetidos a 2 horas de hipertermia; 7 dias ( /7d) 




Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média  e 6 horas após a reperfusão, 
submetidos a 2 horas de hipertermia; 7 dias ( /7d) 




Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média  e 24 horas após a reperfusão, 
submetidos a 2 horas de hipertermia; 7 dias ( /7d) 




Terceira Fase: 7 dias, 2 meses e 6 meses de sobrevida. Os grupos foram 
divididos conforme tabela a seguir: 
 





Animais submetidos a 1 hora de oclusão da 
artéria cerebral média; 7 dias ( /7d), 2 meses ( 





Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média  e submetidos  a 2 horas de 
hipertermia logo após a reperfusão; 7 dias ( /7d), 2 






Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média  e 2 horas após a reperfusão, 
submetidos a 6 horas de hipertermia; 7 dias ( /7d), 






Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média  e 6 horas após a reperfusão, 
submetidos a 6 horas de hipertermia; 7 dias ( /7d), 





Animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média  e 24 horas após a reperfusão, 
submetidos a 6 horas de hipertermia; 7 dias ( /7d), 
2 meses ( /2m) ou 6 meses ( /6m) de sobrevida 
 
Todos os animais tiveram a temperatura verificada no cólon 
descendente próximo à flexura esplênica (estimativa obtida pela extensão do 
sensor introduzido através do reto) 1 vez ao dia durante a primeira semana de 
sobrevida (às 13:00 horas), através de um termômetro digital com sonda 
flexível (ELLAB - Medical Precision Thermomether, Copenhage). 
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3.4 - Histopatologia 
3.4.1 - Perfusão 
Após a sobrevida programada os animais foram anestesiados 
com halotano, entubados e mantidos sob ventilação mecânica para o 
procedimento de fixação in situ através de perfusão transcardíaca.  Após a 
abertura da caixa torácica (através de cortes da região antero-lateral do tórax e 
subseqüente rebatimento da parede anterior do tórax a partir do processo 
xifóide), foram injetados 60 UI de heparina sódica diretamente no ventrículo 
esquerdo. A agulha de perfusão conectada a uma bomba peristáltica (Masterflex-
Pump, Cole-Parmer, EUA) entra através do ventrículo esquerdo e é fixada através 
de um fio cirúrgico à artéria aorta. A bomba peristáltica é ligada e a velocidade de 
perfusão ajustada para 12-15 ml de solução por minuto. A perfusão é iniciada 
com solução salina a 0,9%  durante 60 segundos, seguida de 150 ml de 
formaldeído tamponado a 4 %.  Após a perfusão, o encéfalo foi mantido no 
interior do crânio para a conclusão do processo de fixação in situ por 24 horas. A 
seguir, os encéfalos foram removidos e submetidos ao processamento 
histológico.  
3.4.2 - Processamento Histológico 
Os encéfalos foram removidos do crânio e posicionados numa 
forma metálica fenestrada (BRM 4000C Adult Rat, ASI Instruments, EUA), de 
forma a obter-se cortes coronais simétricos de 0,3 a 0,5 cm de espessura, que 
foram colocados em cassetes plásticos perfurados especiais para processamento 
automatizado de tecidos (HPM 110, Microm-Zeiss, Alemanha). O processador foi 
programado para banhar as peças em soluções de álcool em concentração 
crescente (para desidratação do tecido), seguido de clarificação em xileno e 
embebição em parafina, sempre sob lenta e suave agitação.  As soluções 
utilizadas neste trabalho (Etanol absoluto P.A. e Xileno P.A.) foram obtidos 
comercialmente da empresa Merck, e a parafina utilizada foi Paraplast X-tra 54ºC 
da empresa OXFORD.  Após o emblocamento das peças, foram obtidos cortes 
coronais semi-seriados de 5 mm de espessura, com um micrótomo de 
deslizamento (SLM2000R Leica, Alemanha), entre os planos –0,40 e -0,20mm em 
relação ao bregma de acordo com Paxinos & Watson (1998).  Os cortes foram 
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desparafinizados, desidratados e corados com a técnica da fucsina ácida e azul 
celestino como descrito por Auer et al (1984). Este método de coloração dupla é 
extremamente sensível para a detecção de neurônios necróticos, já que o azul 
celestino cora somente núcleo de neurônios vivos, enquanto a fucsina ácida cora 
de vermelho o citoplasma de neurônios necróticos ou em processo de 
degeneração. 
A extensão da lesão foi quantificada com o auxílio de um sistema 
de análise de imagem (Image Pro Plus, Media Cybernetics). Em cada lâmina 
foram quantificadas as áreas cortical e subcortical do hemisfério contralateral à 
lesão. A área de tecido remanescente cortical e subcortical do hemisfério lesado 
também foi quantificada, e através de uma regra de três simples, a porcentagem 
de tecido remanescente foi calculada.  Este procedimento foi utilizado para 
eliminar as influências provocadas por possíveis diferenças no processamento do 
tecido. Desta forma, a extensão da lesão foi avaliada indiretamente através da 
área de tecido que permanece “viável” em diferentes sobrevidas após a oclusão 
da artéria cerebral média. 
3.4.3 – Análise Imunohistoquímica 
Para a análise imunohistoquímica, foi utilizado o material 
emblocado em parafina usado na avaliação histopatológica mas também outros 
encéfalos não emblocados em parafina e cortados no vibrátomo. A vantagem 
desta metodologia de cortes parafinizados é correlacionar os achados 
histopatológicos, possibilitando a seleção de cérebros específicos para o estudo 
imunohistoquímico, apesar do possível prejuízo de sensibilidade do anticorpo. O 
método utilizado foi o da estreptavidina-biotina (LSAB2 Rat Peroxidase, produzido 
pela empresa DAKO, da Dinamarca).  
 Os anticorpos primários utilizados neste estudo foram: 
1. Imunoglobulinas contra TAU hiperfosforilada (Santa Cruz) 
2. Imunoglobulinas anti proteína -amilóide (Santa Cruz) 
3. Imunoglobulinas anti-ubiquitina (Dako) 
4. Imunoglobulinas contra receptor de Transferrina (Chemicon) 
5. Imunoglobulinas contra complexo de ataque à membrana - MAC - (Serotec) 
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Além do uso destes anticorpos primários, foi feita uma lâmina de controle 
negativo, com o mesmo procedimento, porém omitindo-se a incubação com o 
anticorpo primário.  Esta lâmina serve para comparar a imunomarcação obtida 
nos cortes incubados com o anticorpo primário com a verificada no controle 
negativo, avaliando a especificidade da imunomarcação.  
O protocolo utilizado foi o seguinte: 
1. Cortes de 5 m foram obtidos no micrótomo e aderidos a lâminas 
silanizadas.  
2. Após 24h de secagem sob temperatura ambiente, as lâminas foram 
colocadas em uma placa histológica de aquecimento à 60ºC por 30-45 
min (Adams Instrumentem BV, Holanda) para melhor fixação do corte à 
lâmina e derretimento da parafina. 
3. Lavagem em 2 banhos de 10 minutos no xileno 
4. Lavagem em álcool (abs, 90%, 80%, 70%) 
5. Lavagem rápida em água destilada. Os berços com as lâminas são 
colocados em cubas de vidro com o tampão Tris 0,1M, pH 7.6 
6. As cubas são colocadas no microondas sob potência máxima. Fazer 2 
pulsos de 10 minutos cada. O nível da solução deve estar apropriado. 
No intervalo entre os pulsos, verificar o nível da solução, e repô-la se 
necessário 
7. Deixar as lâminas esfriando dentro da solução sob temperatura 
ambiente 
8. Posicionar as lâminas dentro das caixas próprias para 
imunohistoquímica 
9. Lavagem com o tampão Tris. Duas lavagens de 5 minutos cada 
10.  Tratamento dos cortes com peróxido de hidrogênio 1% por 30 minutos 
11. Lavagem com Tris/Triton 0,1% por 15 minutos, com o objetivo de 
permeabilização celular 
12. Lavagem por 5 minutos com o tampão Tris 
13. Incubação com albumina bovina 1% (BSA) por 30 minutos 
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14. Lavagem rápida com Tris 
15. Incubação com o anticorpo primário (diluído em Tris/BSA 0,01%) 
durante a noite dentro da geladeira. Cobrir as lâminas com lamínulas. 
16. Lavagem com Tris por 5 minutos 
17. Incubação com anticorpo secundário biotinilado do Kit LSAB2 rat DAKO 
por 10 minutos. 
18. Lavagem com Tris por 5 minutos 
19. Incubação com Streptavidina conjugada à peroxidase do Kit LSAB2 rat 
DAKO por 10 minutos. 
20. Lavagem com Tris por 5 minutos 
21. Revelação com DAB líquido DAKO 
22. Parar a reação com Tris ou água destilada 
23. Contracoloração dos cortes com azul celestino 
24. Desidratação com álcool (70%, 80%, 90%, Abs) 
25. Diafanização com xileno 
26. Montagem das lâminas 
 Os cortes obtidos em vibrátomo foram submetidos ao mesmo protocolo, 
excluindo-se, no entanto os passos 1 à 8, já que tais cortes não necessitam o 
procedimento de recuperação antigênica.  Outra diferença é que os cortes não 
são montados em lâminas, mas colocados em placas de cultura com 24 
cavidades, onde as soluções da técnica são depositadas para banhar os 
cortes de 30 µm de espessura.  Ao final do procedimento, os cortes são 
montados em lâminas, deixados por 24 h sob temperatura ambiente para 
secagem e, então, contracorados, desidratados, clarificados e montados. 
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3.5 - Análise estatística: 
 
Para a análise dos resultados foram utilizados testes 
paramétricos e não paramétricos, levando-se em conta a natureza das variáveis 
estudadas.  Os testes aplicados foram os seguintes:  
1. Teste t de Student, com o objetivo de comparar as temperaturas corporais 
entre os grupos durante a primeira semana de sobrevida. 
2. Teste de Kruskal-Wallis para a comparação entre os grupos estudados nas 
diferentes sobrevidas em relação à area de tecido remanescente, sendo 
complementado pelo  teste de  Dunn. Quando da ocasião de existirem apenas 
2 grupos para serem comparados, o teste não-paramétrico de Mann-Whitney 
foi utilizado. 
 
Em todos os testes fixou-se em  ≤ 0.05 o nível para a rejeição da 






























Todos os animais estudados apresentaram uma variação circadiana 
normal da temperatura corporal durante a primeira semana de sobrevida após a 
isquemia e isquemia seguida de hipertermia, sendo verificadas diferenças 
significantes entre os animais hipertérmicos e normotérmicos apenas nos períodos 
de hipertermia induzida (One Way-Anova). Cabe ressaltar que os animais que 
apresentaram hipertermia espontânea em períodos diferentes daqueles propostos 
no protocolo experimental foram aspergidos com álcool para a redução da 
temperatura para o nível normal. Quando essa medida não foi efetiva por qualquer 
razão, o animal foi excluído do experimento.  
 
As figuras 3, 4 e 5 representam as temperaturas  retais médias 
verificadas nos primeiros 7 dias após a isquemia, na primeira, segunda e terceira 

























































Figura 3 – Temperatura retal média verificada durante a primeira semana de sobrevida, verificada na 
primeira fase de hipertermia. As temperaturas indicadas referem-se aos 7 primeiros dias de 
sobrevida, quando foram verificadas às 13:00 horas de cada dia, exceto durante o período de 
hipertermia, quando foram verificadas a cada 30 minutos). Abreviaturas: “isq” = animais submetidos 
a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “isq/hipert6h” = animais submetidos a 1 hora de 
oclusão da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia iniciada imediatamente após a 
reperfusão; “isq simulada” = animais submetidos à operação simulada, ou seja, a todo o 
procedimento cirúrgico, incluindo-se a introdução de apenas parte do filamento, insuficiente para 
oclusão da artéria cerebral média, com retirada imediata do mesmo; “isq sim/hipert6h” = animais 
submetidos à operação simulada imediatamente seguida de um período de 6 horas de hipertermia; 
“normais” = animais normais, livres de qualquer procedimento; “normais/hipert6h” = animais 
normais, submetidos a 6 horas de hipertermia (*p<0,05, “One-Way” Anova). Em todos os grupos 




















































Figura 4 - Temperatura retal média verificada durante a primeira semana de sobrevida, verificada na 
segunda fase de hipertermia. As temperaturas indicadas referem-se aos 7 primeiros dias de 
sobrevida, quando foram verificadas às 13:00 horas de cada dia, exceto durante o período de 
hipertermia, quando foram verificadas a cada 30 minutos). Abreviaturas: “isq” = animais submetidos 
a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “isq/2h/hipert2h” = animais submetidos a 1 hora de 
oclusão da artéria cerebral média  seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 2 horas após a 
reperfusão; “isq/6h/hipert2h” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  
seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 6 horas após a reperfusão; “isq/24h/hipert2h” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 
24 horas após a reperfusão (*p<0,05, “One-Way” Anova). Em todos os grupos tratados com 























































Figura 5 - Temperatura retal média verificada durante a primeira semana de sobrevida, verificada na 
terceira fase de hipertermia. As temperaturas indicadas referem-se aos 7 primeiros dias de sobrevida, 
quando foram verificadas às 13:00 horas de cada dia, exceto durante o período de hipertermia, 
quando foram verificadas a cada 30 minutos). Abreviaturas: “isq” = animais submetidos a 1 hora de 
oclusão da artéria cerebral média; “isq/hipert2h” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da 
artéria cerebral média  seguida de 2 horas de hipertermia iniciada logo após a reperfusão; 
“isq/2h/hipert6h” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida de 6 
horas de hipertermia iniciada 2 horas após a reperfusão; “isq/6h/hipert6h” = animais submetidos a 1 
hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 6 horas após a 
reperfusão; “isq/24h/hipert6h” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  
seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 24 horas após a reperfusão; “normais/hipert6h” = 
animais normais, submetidos a 6 horas de hipertermia (*p<0,05, “One-Way” Anova). Em todos os 







Os dados relativos à porcentagem média de tecido remanescente 
cortical e subcortical na Fase I, no nível -0,30 mm em relação ao Bregma de acordo 
com Paxinos, Watson (1998), estão demonstrados nas tabelas 1 e 2: 
 
 




Isq/7d 91,60  8,40 % 59,00  18,88 % 
Isq/hiper6h/7d 51,00  13,82 % 14,20  5,35 % 
Isq simulada/7d 100 % 100 % 
Isq sim/hiper6h/7d 100 % 100 % 
Normais 100 % 100 % 
Normais/hiper6h 100 % 100 % 
 
Tabela 1. Área de tecido remanescente nas regiões cortical e subcortical do hemisfério ipsilateral à 
lesão, expressa em porcentagem da área correspondente encontrada no hemisfério contra-lateral ao 
nível -0,30 mm a partir do Bregma em animais com sobrevida de 2 meses. Representação da área de 
tecido cortical e subcortical remanescente expresso em porcentagem das regiões correspondentes -
0,30 mm Bregma em animais com sobrevida de 7 dias. Abreviaturas: “Isq/7d” = animais submetidos 
a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “Isq/hipert6h/7d” = animais submetidos a 1 hora de 
oclusão da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia imediatamente após a 
reperfusão; “Isquemia simulada/7d” = animais submetidos à operação simulada, ou seja, a todo o 
procedimento cirúrgico, e introdução de apenas parte do filamento, insuficiente para oclusão da 
artéria cerebral média, com retirada imediata do mesmo; “Isq sim/hipert6h/7d” = animais 
submetidos à operação simulada seguida de um período de 6 horas de hipertermia; “Normais” = 
animais normais, livres de qualquer procedimento; “Normais/hipert6h/7d” = animais normais, 
submetidos a 6 horas de hipertermia. Em todos os grupos tratados com hipertermia a temperatura 
alvo foi de 39-39,5ºC. 
 
 
A hipertermia não provocou nenhum dano neuronal aos animais 
normais nem aos animais que sofreram isquemia simulada. Quando foram 
comparados os grupos através do teste de Kruskal-Wallis, não se verificou 
significância estatística entre os mesmos em quaisquer das sobrevidas.  
 
Quando foram comparados apenas os animais que sofreram 
isquemia com aqueles que sofreram isquemia imediatamente seguida de 6 horas de 
hipertermia (figuras 6 e 7), nota-se que a hipertermia tende a aumentar a área de 
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infarto aos 7 dias de sobrevida, porém não existe significância estatística entre os 







Figura 6 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente encontrada 
nos animais submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, imediatamente seguida de 
normotermia (“isq/7d”) ou hipertermia de 6 horas de duração (“isq/hipert6h/7d”). Sobrevida de 7 






Figura 7 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
encontrada nos animais submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, imediatamente 
seguida de normotermia (“isq/7d”) ou hipertermia de 6 horas de duração (“isq/hipert6h/7d”). Sobrevida 













































































Isq/2m 82,71  13,58 % 62,00  16,95 % 
Isq/hipert6h/2m 55,00  15,67% 39,00  14,49 % 
Isq simulada/2m 100 % 100 % 
Isq sim/hipert6h/2m 100 % 100 % 
Normais/2m 100 % 100 % 
Normais/hipert6h/2m 100 % 100 % 
 
Tabela 2. Área de tecido remanescente nas regiões cortical e subcortical do hemisfério ipsilateral à 
lesão, expressa em porcentagem da área correspondente encontrada no hemisfério contra-lateral ao 
nível -0,30 mm a partir do Bregma em animais com sobrevida de 2 meses. Abreviaturas: “Isq/2m” = 
animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “Isq/hipert6h/2m” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia 
imediatamente após a reperfusão; “Isquemia simulada/2m” = animais submetidos à operação 
simulada, ou seja, a todo o procedimento cirúrgico, e introdução de apenas parte do filamento, 
insuficiente para oclusão da artéria cerebral média, com retirada imediata do mesmo; “Isq 
sim/hipert6h/2m” = animais submetidos à operação simulada seguida de um período de 6 horas de 
hipertermia; “Normais/2m” = animais normais, livres de qualquer procedimento, com envelhecimento 
correspondente aos animais com sobrevida de 2 meses; “Normais/hipert6h/2m” = animais normais, 
submetidos a 6 horas de hipertermia. Em todos os grupos tratados com hipertermia a temperatura 




Da mesma forma que aos 7 dias de sobrevida, aos 2 meses de 
sobrevida pode-se notar uma tendência ao um maior dano neuronal nos animais 
tratados com 6 horas de hipertermia induzida imediatamente após a isquemia 

















Figura 8 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente encontrada 
nos animais submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, imediatamente seguida de 
normotermia (“isq/2m”) ou hipertermia de 6 horas de duração (“isq/hipert6h/2m”). Sobrevida de 2 





Figura 9 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
encontrada nos animais submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, imediatamente 
seguida de normotermia (“isq/2m”) ou hipertermia de 6 horas de duração (“isq/hipert6h/2m”). 











































































































Figura 10 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, imediatamente seguida de normotermia (“isq/7d” e 
“isq/2m”) ou hipertermia de 6 horas de duração (“isq/hipert6h/7d” e “isq/hipert6h/2m”). Sobrevida 
de 7 dias (“isq/7d” e “isq/hipert6h/7d”) e 2 meses (“isq/2m” e “isq/hipert6h/2m”). Não se verifica 










































Figura 11 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
(calculada em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais 
submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, imediatamente seguida de normotermia 
(“isq/7d” e “isq/2m”) ou hipertermia de 6 horas de duração (“isq/hipert6h/7d” e 
“isq/hipert6h/2m”). Sobrevida de 7 dias (“isq/7d” e “isq/hipert6h/7d”) e 2 meses (“isq/2m” e 






Comparando-se os resultados dos animais submetidos à hipertermia 
nas sobrevidas de 7 dias e 2 meses, não se verificam sinais da presença de um 
processo neurodegenerativo crônico sob tal protocolo de hipertermia (figuras 10 e 
11), sugerindo que a hipertermia de 6 horas induzida imediatamente após a 
reperfusão tenha recrutado toda a zona de penumbra para o processo de morte 
celular já definida aos 7 dias de sobrevida. Devido a tal resultado, a fase II do 
experimento buscou uma duração mais curta do período de hipertermia, para tentar-






Os dados relativos à porcentagem média de tecido remanescente 
cortical e subcortical na Fase II, no nível -0,30 mm em relação ao Bregma de acordo 
com Paxinos, Watson (1998), encontram-se demonstrados nas tabelas 3 e 4:  
 
 




Isq/7d 79,61  12,90 % 31,60  19,35 % 
Isq/2h/hipert2h/7d 91,20  7,79 % 67,43  13,80 % 
Isq/6h/hipert2h/7d 82,87  10,97 % 51,88  10,74 % 
Isq/24h/hipert2h/7d 89,80  6,81 % 64,25  11,84 % 
 
Tabela 3. Área de tecido remanescente nas regiões cortical e subcortical do hemisfério ipsilateral à 
lesão, expressa em porcentagem da área correspondente encontrada no hemisfério contra-lateral ao 
nível -0,30 mm a partir do Bregma em animais com sobrevida de 7 dias. Abreviaturas: “Isq/7d” = 
animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “Isq/2h/hipert2h/7d” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 
2 horas após a reperfusão; “Isq/6h/hipert2h/7d” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria 
cerebral média seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 6 horas após a reperfusão; 
“Isq/24h/hipert2h/7d” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida 
de 2 horas de hipertermia iniciada 24 horas após a reperfusão. Em todos os grupos tratados com 




A comparação estatística entre os grupos experimentais, através do 
teste de Kruskal-Wallis não demonstra diferença significativa entre os grupos, como 







































Figura 12 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/7d”) ou hipertermia de 2 
horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hypert2h/7d”), 6 (“isq/6h/hypert2h/7d”) ou 24 horas 












































Figura 13 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
(calculada em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais 
submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, imediatamente seguida de normotermia 
(“isq/7d”) ou hipertermia de 2 horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hypert2h/7d”), 6 
(“isq/6h/hypert2h/7d”) ou 24 horas (“isq/24h/hypert2h/7d”) após a reperfusão. Sobrevida de 7 











Isq/2m 81,75  11,95 % 49,25  11,52 % 
Isq/2h/hipert2h/2m 97,06  2,25  % 54,14  8,47 % 
Isq/6h/hipert2h/2m 82,33  10,54 % 43,00  13,.83 % 
Isq/24h/hipert2h/2m 76,67  10,75 % 50,13  12,18 % 
 
Tabela 4. Área de tecido remanescente nas regiões cortical e subcortical do hemisfério ipsilateral à 
lesão, expressa em porcentagem da área correspondente encontrada no hemisfério contra-lateral ao 
nível -0,30 mm a partir do Bregma em animais com sobrevida de 2 meses. Abreviaturas: “Isq/2m” = 
animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “Isq/2h/hipert2h/2m” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida de 2 horas de hipertermia iniciadas 
2 horas após a reperfusão; “Isq/6h/hipert2h/2m” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da 
artéria cerebral média seguida de 2 horas de hipertermia iniciadas 6 horas após a reperfusão; 
“Isq/24h/hipert 2h/2m” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida 
de 2 horas de hipertermia iniciadas 24 horas após a reperfusão. Em todos os grupos tratados com 




Aos 2 meses de sobrevida, também não verificou-se diferença 





































Figura 14 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/2m”) ou hipertermia de 2 
horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hypert2h/2m”), 6 (“isq/6h/hypert2h/2m”) ou 24 horas 
(“isq/24h/hypert2h/2m”) após a reperfusão. Sobrevida de 2 meses. Teste de Kruskal-Wallis; valor de 
















































Figura 15 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
(calculada em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais 
submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/2m”) ou 
hipertermia de 2 horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hypert2h/2m”), 6 (“isq/6h/hypert2h/2m”) ou 
24 horas (“isq/24h/hypert2h/2m”) após a reperfusão. Sobrevida de 2 meses. Teste de Kruskal-






Os resultados encontrados nesta fase de experimentos 
demonstraram que a hipertermia de 2 horas, iniciada após sobrevidas de 2h, 6h ou 
24 horas não é suficiente para promover o desencadeamento de um processo 
neurodegenerativo crônico na zona de penumbra, como se pode notar 
















































Figura 16 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/7d” e “isq/2m”) ou 
hipertermia de 2 horas de duração, iniciada 2 (“isq/2h/hipert2h/7d” e isq/2h/hipert2h/2m”), 6 
(“isq/6h/hipert2h/7d” e isq/6h/hipert2h/2m) ou 24 horas (“isq/24h/hipert2h/7d” e 
isq/24h/hipert2h/2m) após a reperfusão. Sobrevida de 7 dias (“isq/7d”, “isq/2h/hipert2h/7d”, 
“isq/6h/hipert2h/7d” e “isq/24h/hipert2h/7d”) e 2 meses ((“isq/2m”, “isq/2h/hipert2h/2m”, 
“isq/6h/hipert2h/2m” e “isq/24h/hipert2h/2m”). Não se verifica diferença significante entre os 













































Figura 17 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
(calculada em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais 
submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/7d” e 
“isq/2m”) ou hipertermia de 2 horas de duração, iniciada 2 (“isq/2h/hipert2h/7d” e 
isq/2h/hipert2h/2m”), 6 (“isq/6h/hipert2h/7d” e isq/6h/hipert2h/2m) ou 24 horas 
(“isq/24h/hipert2h/7d” e isq/24h/hipert2h/2m) após a reperfusão. Sobrevida de 7 dias (“isq/7d”, 
“isq/2h/hipert2h/7d”, “isq/6h/hipert2h/7d” e “isq/24h/hipert2h/7d”) e 2 meses ((“isq/2m”, 
“isq/2h/hipert2h/2m”, “isq/6h/hipert2h/2m” e “isq/24h/hipert2h/2m”). Não se verifica diferença 
significante entre os grupos. Teste de Kruskal-Wallis; p = 0,558. 
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Em decorrência dos resultados obtidos na primeira e segunda fases, 
foi executada a terceira fase de experimentos, cujos resultados podem ser 






Os dados relativos à porcentagem média de tecido remanescente 
cortical e subcortical na Fase III, no nível -0,30 mm em relação ao Bregma de acordo 
com Paxinos e Watson (1998), estão demonstrados nas tabelas 5 e 6 e nas figuras 








Isq/7d 73,25  11,16 % 37,66   13,47% 
Isq/hipert2h/7d 76,94  12,22 % 38,75  16,16 % 
Isq/2h/hipert6h/7d 65,41  10,35 % 23,89  11,78 % 
Isq/6h/hipert6h/7d 98,46  1,14 % 45,19 13,11 % 
Isq/24h/hipert6h/7d 75,91  9,67 % 26,83  11,18 % 
 
Tabela 5. Área de tecido remanescente nas regiões cortical e subcortical do hemisfério ipsilateral à 
lesão, expressa em porcentagem da área correspondente encontrada no hemisfério contra-lateral ao 
nível -0,30 mm a partir do Bregma em animais com sobrevida de 7 dias. Abreviaturas: “Isq/7d” = 
animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “Isq//hipert2h/7d” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 
imediatamente após a reperfusão; “Isq/2h/hipert6h/7d” = animais submetidos a 1 hora de oclusão 
da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 2 horas após a reperfusão; 
“Isq/6h/hipert6h/7d” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida de 
6 horas de hipertermia iniciada 6 horas após a reperfusão; “Isq/24h/hipert6h/7d” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 






Aos 7 dias de sobrevida, não se verificou diferença significativa entre 
os grupos experimentais, tanto na região cortical quanto na região subcortical (teste 






































Figura 18 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/7d”) ou hipertermia de 2 
horas de duração iniciada imediatamente após a reperfusão (“isq/hipert2h/7d”), ou hipertermia de 6 
horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hipert6h/7d”), 6 (“isq/6h/hipert6h/7d”) ou 24 horas 
(“isq/24h/hipert6h/7d”) após a reperfusão. Sobrevida de 7 dias. Não se verifica diferença significante 








































Figura 19 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
(calculada em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais 
submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/7d”) ou 
hipertermia de 2 horas de duração iniciada imediatamente após a reperfusão (“isq/hipert2h/7d”), ou 
hipertermia de 6 horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hipert6h/7d”), 6 (“isq/6h/hipert6h/7d”) ou 24 
horas (“isq/24h/hipert6h/7d”) após a reperfusão. Sobrevida de 7 dias. Não se verifica diferença 















Isq/2m 89,76  7,73 % 27,55  13,01 % 
Isq/hipert2h/2m 81,22  10,51% 11,86  5,50 % 
Isq/2h/hipert6h/2m 59,60  10,09% 14,17  4,84 % 
Isq/6h/hipert6h/2m 73,62  8,99% 13,32  4,63 % 
Isq/24h/hipert6h/2m 94,97  5,02 % 44,26  14,80 % 
 
Tabela 6. Área de tecido remanescente nas regiões cortical e subcortical do hemisfério ipsilateral à 
lesão, expressa em porcentagem da área correspondente encontrada no hemisfério contra-lateral ao 
nível -0,30 mm a partir do Bregma em animais com sobrevida de 2 meses. Abreviaturas: “Isq/2m” = 
animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “Isq//hipert2h/2m” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 
imediatamente após a reperfusão; “Isq/2h/hipert6h/2m” = animais submetidos a 1 hora de oclusão 
da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 2 horas após a reperfusão; 
“Isq/6h/hipert6h/2m” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida 
de 6 horas de hipertermia iniciada 6 horas após a reperfusão; “Isq/24h/hipert6h/2m” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 








Aos 2 meses de sobrevida, verificou-se diferença significante na 
região cortical entre os grupos “Isq/2h/hipert6h/2m” e “Isq/24h/hipert6h/2m”, 














































Figura 20 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/2m”) ou hipertermia de 2 
horas de duração iniciada imediatamente após a reperfusão (“isq/hipert2h/2m”), ou hipertermia de 6 
horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hipert6h/2m”), 6 (“isq/6h/hipert6h/2m”) ou 24 horas 
(“isq/24h/hipert6h/2m”) após a reperfusão. Sobrevida de 2 meses. Verifica-se diferença significante 
entre os grupos “isq/2h/hipert6h/2m” e “isq/24h/hipert6h/2m”. Teste de Kruskal-Wallis seguido do 










































Figura 21 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
(calculada em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais 
submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/2m”) ou 
hipertermia de 2 horas de duração iniciada imediatamente após a reperfusão (“isq/hipert2h/2m”), ou 
hipertermia de 6 horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hipert6h/2m”), 6 (“isq/6h/hipert6h/2m”) ou 24 
horas (“isq/24h/hipert6h/2m”) após a reperfusão. Sobrevida de 2 meses. Não existe diferença 




Aos 6 meses de sobrevida, a comparação entre as lesões 
apresentadas pelos diversos grupos nas regiões cortical e subcortical não apresenta 
significância estatística, como demostram a tabela 7 e as figuras 22 e 23. 
 




Isq/6m 90,67   4,68 %         39,95   9,15% 
Isq/hipert2h/6m 62,95   12,29% 19,49   10,76% 
Isq/2h/hipert6h/6m 72,08   8,95% 28,18  11,31 % 
Isq/6h/hipert6h/6m 67,89  11,61 % 27,74  13,00 % 
Isq/24h/hipert6h/6m 63,26   11,97% 24,72   12,64% 
 
Tabela 7. Área de tecido remanescente nas regiões cortical e subcortical do hemisfério ipsilateral à 
lesão, expressa em porcentagem da área correspondente encontrada no hemisfério contra-lateral ao 
nível -0,30 mm a partir do Bregma em animais com sobrevida de 6 meses. Abreviaturas: “Isq/6m” = 
animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média; “Isq//hipert2h/6m” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média  seguida de 2 horas de hipertermia iniciada 
imediatamente após a reperfusão; “Isq/2h/hipert6h/6m” = animais submetidos a 1 hora de oclusão 
da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 2 horas após a reperfusão; 
“Isq/6h/hipert6h/6m” = animais submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida 
de 6 horas de hipertermia iniciada 6 horas após a reperfusão; “Isq/24h/hipert6h/6m” = animais 
submetidos a 1 hora de oclusão da artéria cerebral média seguida de 6 horas de hipertermia iniciada 









































Figura 22 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/6m”) ou hipertermia de 2 
horas de duração iniciada imediatamente após a reperfusão (“isq/hipert2h/6m”), ou hipertermia de 6 
horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hipert6h/6m”), 6 (“isq/6h/hipert6h/6m”) ou 24 horas 
(“isq/24h/hipert6h/6m”) após a reperfusão. Sobrevida de 2 meses. Não existe diferença significante 













































Figura 23 - Gráfico representativo da porcentagem média da área subcortical remanescente 
(calculada em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais 
submetidos à oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de normotermia (“isq/6m”) ou 
hipertermia de 2 horas de duração iniciada imediatamente após a reperfusão (“isq/hipert2h/6m”), ou 
hipertermia de 6 horas de duração iniciada 2 (“isq/2h/hipert6h/6m”), 6 (“isq/6h/hipert6h/6m”) ou 24 
horas (“isq/24h/hipert6h/6m”) após a reperfusão. Sobrevida de 2 meses. Não existe diferença 
significante entre os grupos. Teste de Kruskal-Wallis; p = 0,182. 
 
 
Para melhor avaliar-se os resultados evolutivos desta fase, foram 
realizados testes estatísticos comparando-se a área de tecido remanescente cortical 
em grupos experimentais submetidos ao mesmo tratamento, entre diferentes tempos 
de sobrevida. Diferenças evolutivas significantes não foram encontradas na região 
subcortical associadas a quaisquer dos paradigmas de tratamento. 
 
A isquemia seguida de 2 horas de hipertermia induzida 
imediatamente após a reperfusão não leva ao desencadeamento um processo 
neurodegenerativo crônico da região cortical, pois a lesão não torna-se mais 







Figura 24 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de hipertermia de 2 horas de duração iniciada 
imediatamente após a reperfusão com sobrevida de 7 dias (“isq/hipert2h/7d”), 2 meses 
(“isq/hipert2h/2m”), ou 6 meses (“isq/hipert2h/6m”). Não existe diferença significante entre os 
grupos. Teste de Kruskal-Wallis; p = 0,550. 
 
Da mesma forma, a hipertermia de 6 horas induzida 2 horas após a 
reperfusão também não foi capaz de induzir um processo neurodegenerativo 
crônico, pois a lesão também não torna-se mais acentuada ao longo das sobrevidas 
mais prolongadas, conforme demonstra a figura 25. 
 
Figura 25 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de hipertermia de 6 horas de duração iniciada 2 
horas após a reperfusão com sobrevida de 7 dias (“isq/hipert6h/7d”), 2 meses (“isq/hipert6h/2m”), 
ou 6 meses (“isq/hipert6h/6m”). Não existe diferença significante entre os grupos. Teste de Kruskal-





































































As figuras 26 e 29 (D, E e F) apresentam os resultados obtidos em 
animais que sofreram hipertermia de 6 horas iniciada 6 horas após a reperfusão. 
Nesse protocolo experimental, existe diferença significante entre os grupos com 
sobrevida de 7 dias e 2 meses: a lesão torna-se mais acentuada ao longo das 
sobrevidas mais prolongadas.  Porém, como não se nota diferença entre estes 
grupos e o grupo com sobrevida de 6 meses, possivelmente porque com 2 meses de 
sobrevida após esse tratamento a zona de penumbra já foi completamente recrutada 






Figura 26 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de hipertermia de 6 horas de duração iniciada 6 
horas após a reperfusão, com sobrevida de 7 dias (“isq/6h/hipert6h/7d”), 2 meses 
(“isq/6h/hipert6h/2m”) ou 6 meses (“isq/6h/hipert6h/6m”). Verifica-se diferença significante entre 
os grupos “isq/6h/hipert6h/7d” e “isq/6h/hipert6h/2m”. Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de 
comparações múltiplas de Dunn. *, p < 0.05).  
 
 
Por outro lado, a hipertermia de 6 horas, quando iniciada 24 horas 
após a reperfusão, também promove um processo de morte celular crônica, mas que 
somente torna-se evidente em sobrevidas mais tardias, como pode-se notar nas 
figuras 27 e 30 (D, E e F), através diferença significante de tecido remanescente 
encontrada entre 2 meses e 6 meses de sobrevida na região cortical (Kruskal-Wallis 











































Figura 27 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, seguida de hipertermia de 6 horas de duração iniciada 
24 horas após a reperfusão, com sobrevida de 7 dias (“isq/24h/hipert6h/7d”), 2 meses 
(“isq/24h/hipert6h/2m”) ou 6 meses (“isq/24h/hipert6h/6m”). Verifica-se diferença significante entre 
os grupos “isq/24h/hipert6h/2m” e “isq/24h/hipert6h/6m”. Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste 





O grupo que foi submetido apenas à isquemia focal de 1 hora, sem 
sofrer hipertermia, não apresenta evolução temporal da lesão cortical, conforme 
pode ser visto nas figuras 28 e 29 (A, B e C), indicando que a acentuação da lesão 
ao longo das sobrevidas de 2 ou 6 meses (provocada respectivamente pelo 
tratamento hipertérmico iniciado 6 ou 24 horas após a reperfusão) encontra-se 
associado à ocorrência de hipertermia de duração de 6 horas (mas não de 2 horas) 






















































Figura 28 - Gráfico representativo da porcentagem média da área cortical remanescente (calculada 
em relação ao total da área do hemisfério contralateral) encontrada nos animais submetidos à 
oclusão da artéria cerebral média por 1 hora, não seguida de hipertermia, com sobrevida de 7 dias 
(“isq/7d”), 2 meses (“isq/2m”), ou 6 meses (“isq/6m”). Não existe diferença significante entre os 






































Figura 29 – Fotomicrografia do hemisfério ipsilateral de animais submetidos à oclusão da artéria 
cerebral média por 1 hora.  Na coluna à esquerda encontram-se os animais representativos da média  
de porcentagem de tecido remanescente do grupo submetido apenas à isquemia aos 7 dias  (A), 2 
meses (B) e 6 meses (C) de sobrevida.   Na coluna à direita encontram-se os animais representativos 
da média  de porcentagem de tecido remanescente do grupo submetido hipertermia precoce 
(isq/6h/hip6h) aos 7 dias  (D), 2 meses (E) e 6 meses (F) de sobrevida.  Cortes de 5µm de espessura 
corados com azul celestino e fucsina ácida.  A barra de aumento do canto superior de cada 














Figura 30 – Fotomicrografia do hemisfério ipsilateral de animais submetidos à oclusão da artéria 
cerebral média por 1 hora.  Na coluna à esquerda encontram-se os animais representativos da média  
de porcentagem de tecido remanescente do grupo submetido apenas à isquemia aos 7 dias  (A), 2 
meses (B) e 6 meses (C) de sobrevida.   Na coluna à direita encontram-se os animais representativos 
da média  de porcentagem de tecido remanescente do grupo submetido hipertermia tardia 
(isq/24h/hip6h) aos 7 dias  (D), 2 meses (E) e 6 meses (F) de sobrevida.  Cortes de 5µm de 
espessura corados com azul celestino e fucsina ácida.  A barra de aumento do canto superior de 

































Figura 31 - Fotomicrografia da imunohistoquímica para a proteína beta-amilóide de um animal 
submetido à hipertermia pós-isquêmica tardia aos 6 meses de sobrevida (isq/24h/hip6h/6m).  Note-se 
a presença de placas senis localizadas na zona de transição do córtex e amígdala.  Corte de 5 µm de 
espessura.   Método de peroxidade pela estreptavidina-biotina.  Contracoloração com azul celestino. 
5. DISCUSSÃO 
Na primeira fase de experimentos buscou-se induzir nos ratos a 
hipertermia pós-isquêmica que normalmente ocorre de maneira espontânea 
nos animais que sofrem oclusão da ACM por 2 horas – o qual foi o tempo de 
isquemia utilizado durante a tese de mestrado deste mesmo aluno, 
desenvolvida no mesmo laboratório. Naquela ocasião, o período de oclusão 
de 2 horas mostrou-se excessivo por comprometer precocemente quase que 
por completo não somente a estrutura subcortical, mas também em grande 
extensão a região cortical, considerada neste modelo experimental como 
correspondente à zona de penumbra isquêmica, correspondendo por sua vez 
a região subcortical ao núcleo isquêmico (Garcia et al, 1995). Dessa forma, 
apenas a isquemia de 2 horas já recruta toda a zona de penumbra no 
processo de morte neuronal aos 7 dias de sobrevida, impedindo uma 
progressão da lesão no transcorrer de sobrevidas mais longas (Favero-Filho, 
2001). 
 
A lesão determinada por 1 hora de isquemia, por ser de uma 
extensão menor quando comparada com 2 horas, pode permitir o 
desenvolvimento de um processo neurodegenerativo crônico, já que nessa 
situação, a zona de penumbra isquêmica ainda não está totalmente atingida 
pelo evento isquêmico. Além disso, a isquemia de 2 horas pode levar ao 
surgimento da hipertermia espontânea, provavelmente devido à lesão 
hipotalâmica (Zhao et al, 1994; Reglodi et al, 2000; Ábrahám et al, 2002) – a 
qual pode ou não ocorrer, contribuindo para a variabilidade do modelo, na 
medida em que a hipertermia afeta a severidade da lesão final encontrada 
em outras regiões. Nos animais submetidos a 2 horas de oclusão da ACM, a 
hipertermia usualmente tem início a partir do final da primeira hora de 
isquemia, atingindo um valor médio de 38,3C nesse ponto. No final da 
segunda hora de oclusão, a temperatura atinge a 39,5C em média, 
persistindo também durante a reperfusão (Favero-Filho, 2001). 
 
Na isquemia de 1 hora de duração, verifica-se que o surgimento 
de hipertermia espontânea nos ratos utilizados durante este experimento é 
muito rara, mas quando ocorre, o efeito da hipertermia é usualmente tão 
deletério que o animal não sobrevive. Dessa forma, foram excluídos os 
animais que persistiram com a tendência à elevação da temperatura após a 
recirulação, a despeito do resfriamento para os níveis normais, quando 
necessário, através da aspersão de álcool sobre a superfície corporal no final 
da isquemia. 
 
Os resultados obtidos na fase inicial dos experimentos (Fase I) 
corroboram os dados da literatura a respeito dos efeitos deletérios da 
hipertermia precocemente identificados, quando ela ocorre após a isquemia 
focal (Ginsberg, Busto, 1998). Apesar de não haver signficância estatística 
entre os grupos, verificou-se uma evidente tendência a uma lesão mais 
severa nos animais submetidos à hipertermia em comparação com aquela 
encontrada nos animais normotérmicos. A elevada mortalidade encontrada 
nesse grupo de animais hipertérmicos pode ter impedido que a avaliação 
estatística atingisse níveis significantes, já que é perfeitamente concebível 
que os animais que morrem antes da sobrevida programada para a perfusão-
fixação sejam justamente aqueles com maior lesão (infarto) cerebral. Assim, 
quando a mortalidade se eleva diferencialmente em um grupo, há uma desvio 
natural no sentido da seleção de animais com lesão mais branda para a 
availiação histopatológica. 
 
A despeito dessa provável seleção, como a hipertermia 
ambiental induzida nos animais por um período de 6 horas, iniciado 
imediatamente após a reperfusão, provocou uma tendência ao agravamento 
da lesão na zona de penumbra isquêmica, identificada ao final dos 7 
primeiros dias de  sobrevida, impedindo a identificação de uma lesão com 
evolução crônica nas sobrevidas mais tardias. Em outras palavras, sendo 
uma larga parte da zona de penumbra isquêmica já recrutada ao volume de 
infarto aos 7 dias, resta pouco tecido remanescente nessa região para ser 
consumido por um processo neurodegenerativo crônico em sobrevidas mais 
tardias. 
 
Na segunda fase de experimentos buscou-se diminuir o período 
da hipertermia para 2 horas, de forma a poupar-se, aos 7 dias de sobrevida, 
uma porção mais larga da zona de penumbra para ser consumida por um 
processo neurodegenerativo crônico, potencialmente desencadeado pela 
hipertermia pós-isquêmica, e verificável através da comparação entre área de 
tecido remanescente quantificada nessa sobrevida curta e aquela encontrada 
em sobrevidas mais longas. Além disso, diferentes “janelas de oportunidade” 
para a indução de um processo evolutivo crônico foram testadas, 
modificando-se a latência entre o início da reperfusão e o início da 
hipertermia (2, 6 ou 24 horas). 
 
Como resultado, uma área cortical efetivamente mais ampla foi 
de fato preservada aos 7 dias de sobrevida, suficiente para a avaliação 
evolutiva em sobrevidas subseqüentes. Nessa fase, no entanto, a hipertermia 
com 2 horas de duração, em quaisquer das “janelas de oportunidade” 
testadas, mostrou-se ineficaz em desencadear um processo degenerativo 
crônico na zona de penumbra, o qual não foi identificado através da avaliação 
da área de infarto nas sobrevidas mais tardias em comparação com aquela 
encontrada na sobrevida de 7 dias. 
 
Assim, na terceira e última fase deste estudo, procurou-se 
acentuar a capacidade possivelmente indutora da hipertermia (relativa a um 
processo neurodegenerativo crônico) através de 2 formas: (I) através da 
indução da hipertermia com 2 horas de duração logo após a isquemia (na 
expectativa de que a janela indutora pudesse encontrar-se apenas localizada 
nessa oportunidade – não testada na segunda fase), e (II)) através da 
utilização da hipertermia com duração mais longa – de 6 horas. Esta última 
abordagem foi planejada na expectativa de que a janela indutora pudesse de 
fato encontrar-se presente após as mesmas latências utilizadas na segunda 
fase – de 2, 6 ou 24 horas transcorridas após a isquemia, mas que fosse 
necessário um estímulo indutor mais intenso do que aquele proporcionado 
pela hipertermia de 2 horas de duração; ou na expectativa alternativa de que 
a duração de 2 horas da hipertermia induzida após as mesmas latências não 
houvesse completamente coberto possíveis janelas de oportunidade em toda 
a sua extensão na segunda fase. 
 
Os resultados obtidos na fase III demonstram que a hipertermia 
de 6 horas, quando iniciada 6 horas após a reperfusão em animais que foram 
submetidos a uma hora de oclusão da artéria cerebral média, promove uma 
progressão da lesão isquêmica da região cortical (zona de penumbra) após a 
primeira semana de sobrevida, especificamente verificando-se que a área de 
tecido remanescente cortical reduz-se significantemente entre as sobrevidas 
de 1 semana (98,461,14% da região correspondente no hemisfério 
contralateral) e de 2 meses (73,628,99% da região correspondente no 
hemisfério contralateral) (figura 26). 
 
Por outro lado, os resultados obtidos na fase III também 
demonstram que a hipertermia de 6 horas, quando iniciada 24 horas após a 
reperfusão em animais que foram submetidos a uma hora de oclusão da 
artéria cerebral média, promove uma progressão da lesão isquêmica da 
região cortical (zona de penumbra) ainda mais tardiamente, somente 
verificada após 2 meses de sobrevida, especificamente observando-se que a 
área de tecido remanescente cortical reduz-se significantemente entre as 
sobrevidas de 2 meses (94,975,02% da região correspondente no 
hemisfério contralateral) e de 6 meses (63,2611,97% da região 
correspondente no hemisfério contralateral) (figura 27). 
 
A comparação entre os resultados apresentados nas figuras 26 
e 27 indica que, apesar de que tanto o tratamento hipertérmico iniciado 6 
horas após a reperfusão como a hipertermia induzida 24 horas após a 
reperfusão (ambos com 6 horas de duração) são capazes de desencadear 
um processo neurodegenerativo crônico na zona de penumbra, aquele 
provocado por esta última evidencia-se e progride mais lentamente.  
 
Os resultados obtidos na fase III também demonstram que a 
hipertermia de 2 horas, quando iniciada imediatamente após a reperfusão em 
animais que foram submetidos a uma hora de oclusão da artéria cerebral 
média, após 2 meses de sobrevida produz uma lesão isquêmica 
significativamente mais acentuada (maior progressão para o infarto) da 
região cortical (zona de penumbra) do que aquela provocada por 6 horas de 
hipertermia iniciada 24 horas após a reperfusão (figura 20). 
 
Como essa diferença significante não foi encontrada aos 7 dias 
de sobrevida entre os animais tratados da mesma forma (figura 18), esses 
resultados considerados em conjunto poderiam sugerir um desencadeamento 
de um processo degenerativo crônico nessa região provocado pela 
hipertermia de 2 horas iniciada imediatamente após a reperfusão. No entanto, 
como essa possibilidade não se confirma pelos resultados apresentados na 
figura 24, e como aquela diferença não se confirma com 6 meses de 
sobrevida (figura 22), a diferença significante visualizada na figura 18 mais 
provavelmente possa ser conseqüência de um processo ativo (talvez de 
natureza inflamatória, provocando edema transitório, precedendo a evolução 
para o infarto com reabsorção do tecido) presente aos 2 meses de sobrevida 
na região cortical dos animais tratados 6 horas de hipertermia iniciada 24 
horas após a reperfusão. 
 
Como se verifica na parte introdutória deste estudo, diversos 
relatos na literatura apontam que a ocorrência de hipertermia também é 
bastante freqüente em indivíduos acometidos por um AVE (Przelomski et al,  
1986; Azzimondi et al, 1995; Castillo et al, 1998; Grau et al, 1999; Kilpatrick et 
al, 2000; Szczudlik et al, 2003). Outros dados também apontam a ocorrência 
de febre após um acidente vascular encefálico como indicativo de um mal 
prognóstico clínico (Hindfelt,  1976; Castillo et al, 1994; Reith et al, 1996;  
Castillo et al, 1998; Fukuda et al, 1999; Wang et al, 2000; Hajat et al, 2000; 
Szczudlik et al, 2003; Diringer et al, 2004). Esses dados clínicos, no entanto, 
não identificaram evolutivamente as características histopatológicas ou 
funcionais dos processos afetados pela hipertermia, mas apenas o que os 
autores têm considerado, talvez erradamente (como sugerem os dados 
experimentais aqui relatados), como resultado funcional final, avaliado após 
uma sobrevida variável adotada em cada estudo.  
 
Existem mecanismos já discutidos na literatura através dos 
quais a hipertermia piora a lesão isquêmica cerebral. Um dos mais 
importantes fatores deletérios da elevação da temperatura corporal é o 
aumento da taxa metabólica. Para cada grau Celsius de aumento da 
temperatura, a taxa metabólica aumenta em 13% (Holtzclaw, 1992).  Como o 
fluxo sangüíneo está diminuído na zona de penumbra isquêmica, o aumento 
da taxa metabólica pode comprometer a sobrevivência desta região pelo 
desequilíbrio energético resultante (Zaremba, 2004).  Em gatos, a hipertermia 
induzida 1 hora ou mais antes da isquemia e mantida por 1 hora e meia a 2 
horas após a recirculação causa severa acidose tecidual e impede a 
recuperação dos níveis de ATP (Chopp et al, 1988). 
 
Adicionalmente, a liberação de neurotransmissores tanto na 
isquemia global quanto na focal é acentuada pela hipertermia. Em um modelo 
de oclusão da artéria cerebral média por 2 horas, a liberação de glutamato na 
região da penumbra isquêmica durante a oclusão em animais submetidos à 
hipertermia chegou a ser 31 vezes maior do que os valores basais, enquanto 
nos ratos normotérmicos a elevação foi de 6,5 vezes (Ginsberg, Busto, 1998).  
 
A produção de espécies reativas de oxigênio também pode ser 
influenciada pela temperatura. A produção pelo córtex durante a reperfusão 
após a isquemia global é diretamente influenciada pela temperatura no 
período intra-isquêmico. Um aumento de 4 a 5 vezes pode ser observado em 
animais hipertérmicos, contra um aumento de 2 a 3 vezes nos normotérmicos 
(Ginsberg, Busto, 1998).  O ADNmt é extremamente susceptível ao estresse 
oxidativo (Lenaz, 1998). Por estar localizado na matrix mitocondrial, está 
próximo a maior fonte de espécies reativas de oxigênio – a cadeia de 
transporte de elétrons situada na membrana mitocondrial interna. Além disso, 
a ausência de íntrons, histonas e outras proteínas associadas ao ADN 
aumenta a probabilidade de modificação de alguma região coodificadora do 
ADNmt pela lesão oxidativa (Lenaz, 1998).   
 
A ruptura da barreria hemato-encefálica induzida pela isquemia 
também é modificada pela temperatura. A hipertermia aumenta o 
extravasamento de proteínas através da barreira (Dietrich et al, 1991). A 
hipertermia também pode promover a proteólise de proteínas do 
citoesqueleto, como a espectrina (Morimoto et al, 1997). A hipertermia intra-
isquêmica pode também aumentar o número despolarizações isquêmicas 
que ocorrem após a oclusão vascular, contribuindo para o desequilíbrio 
energético e aumentando o volume do infarto (Chen et al, 1993). 
 
Entretanto, a maioria dos estudos referentes aos mecanismos 
afetados pela hipertermia se refere à hipertermia intra-isquêmica ou àquela 
induzida nas primeiras horas após a recirculação, buscando invariavelmente 
documentar e/ou explicar a acentuação da agressão isquêmica na fase 
aguda. Raros são os estudos que demonstram acentuação da lesão neuronal 
quando a hipertermia é induzida várias horas após a reperfusão e a 
investigação não tem focalizado os efeitos deletérios tardios sobre a zona de 
penumbra nem muito menos os mecanismos envolvidos com esses efeitos. 
 
Baena et al (1997) por exemplo induziram hipertermia por 3 
horas, 24 horas após a isquemia global em ratos, verificando que, aos 8 dias 
de sobrevida, a hipertermia em animais submetidos a sete minutos de 
isquemia aumentou em 2,5 a 3 vezes o número de neurônios isquêmicos na 
região CA1 do hipocampo. Kim et al (1996) ocluíram a ACM em ratos por 1 
hora, e 24 horas após a oclusão elevaram a temperatura dos animais para 
40ºC durante 3 horas. O volume médio de infarto cortical avaliado com 4 dias 
de sobrevida aumentou em torno de 6,4 vezes nos ratos hipertérmicos 
comparado com aquele encontrado os ratos normotérmicos; o volume total 
de infarto teve um aumento de 3 vezes, além de piora da sequëla 
neurológica.  
O achado principal deste estudo demonstra que a hipertermia 
pode promover um processo neurodegenerativo crônico verificado aos 
animais submetidos à hipertermia induzida 6 ou 24 horas após a reperfusão, 
identificado apenas quando se avança a avaliação histopatológica para 2 
meses e 6 meses de sobrevida. Processo similar foi descrito por Coimbra et 
al (1996) e também por Sinigaglia-Coimbra et al (2001) no modelo de 
isquemia global, que demonstraram que a perda neuronal acentua-se entre 7 
dias e 2 meses no cérebro de ratos submetidos à isquemia global seguida de 
hipertermia. Além disso, o trabalho de Sinigaglia-Coimbra et al (2001) 
demonstra que o processo de morte neuronal crônica induzida pela 
hipertermia pós-isquêmica está acompanhado de vários sinais imuno-
histoquímicos usualmente encontrados no cérebro humano afetado pela 
Doença de Alzheimer, como as placas neuríticas e os novelos neurofibrilares, 
além da persistência da ativação microglial e do sistema citolítico do 
complemento. Além disso, sinais comportamentais correspondentes à 
demência nos animais submetidos à hipertermia foram detectadas pelo 
labirinto aquático de Morris.  
 
Existe uma perda da capacidade respiratória mitocondrial que 
se desenvolve no território de irrigação da artéria cerebral média durante as 2 
primeiras horas após a oclusão deste vaso (Anderson,  Sims, 1999). As 
reduções são mais severas no foco de infarto envolvendo o córtex e o 
estriado, porém o tecido perifocal cortical também é afetado. O fluxo residual 
da circulação colateral na isquemia focal aparentemente promove alguma 
proteção contra o desenvolvimento da lesão mitocondrial. Este fluxo pode 
manter o nível de ATP e de fosfocreatina entre 15-30% dos valores controle 
(Folbergrová et al, 1992). A preservação de alguma capacidade para suportar 
os processos dependentes de energia no tecido perifocal pode contribuir para 
a lentificação do desenvolvimento das mudanças deletérias que venham a 
ocorrer na mitocôndria (Anderson, Sims, 1999). Mesmo no tecido onde a 
capacidade funcional da mitocôndria tenha sido restabelecida durante a 
reperfusão, a presença de lesões nessas organelas comprometer a função 
celular e contribuir para respostas indesejáveis, como um aumento na 
produção de radicais livres (Anderson, Sims, 1999). 
 
Não são conhecidos os mecanismos envolvidos na indução e 
sustentação do processo neurodegenerativo pós-isquêmico induzido pela 
hipertermia na zona de penumbra, com surgimento dos primeiros sinais 
histopatológicos após uma latência de vários meses, conforme é aqui 
relatado. Especula-se aqui que possa ocorrer a indução de mutações no 
ADNmt pela ocorrência de hipertermia durante o período de reparação das 
lesões oxidativas determinadas pela lesão isquêmica primária, pelas razões a 
seguir descritas. 
 
A ocorrência de hipertermia no período pós-isquêmico eleva a 
atividade metabólica, acentuando a oferta de substrato a ser oxidado na 
mitocôndria, a um ponto excessivo, tal como indica a elevação do lactato e da 
acidose tecidual, evidenciando a incapacidade relativa do metabolismo 
anaeróbico do tecido nervoso pós-isquêmico para fazer frente ao aporte de 
piruvato.  Assim, a hipertermia pode representar um estímulo que promove a 
replicação do ADNmt, como forma de adaptação, com o objetivo de, através 
da aceleração da tradução das proteínas participantes da fosforilação 
oxidativa, elevar a capacidade aeróbica do tecido nervoso. 
 
A hipertermia pode aumentar a produção de radicais livres (Kim 
et al, 1998) ocasionando acentuação das lesões do ADNmt já provocadas 
pelo próprio insulto isquêmico primário. Além disso, a produção de NO está 
mais acentuada em animais submetidos à isquemia sob hipertermia (Kim et 
al, 1998) e a conversão do NO em anidrido e/ou peroxinitrito pode levar à 
desaminação de bases de ADN tais como a guanina e a citosina (Bruney et 
al, 1999). Assim, como conseqüência do insulto oxidativo determinado pela 
isquemia, e particularmente naqueles indivíduos em que a isquemia associa-
se à hipertermia, as alterações do ADNmt podem resultar em um largo 
número de mitocôndrias com disfunções respiratórias e oxidativas. Para 
evitar-se ou minimizar-se estas alterações, existem nas células mecanismos 
reparadores do ADNmt, os quais encontram-se ativos ao longo das 24 horas 
que se seguem a uma lesão oxidativa reversível (Ledoux et al, 1999). 
 
É possível que a hipertermia, ao induzir um aumento da 
demanda metabólica, provoque uma acentuação da atividade respiratória 
mitocondrial, podendo ocasionar indução da replicação do ADNmt. Se a 
hipertermia ocorrer quando os processos de reparação do ADNmt ainda não 
se completaram, é concebível que a hipertermia, além de re-encetar a 
indução de lesões oxidativas do ADNmt, possa teoricamente abortar a ação 
dos mecanismos reparadores do ADNmt, promovendo a replicação do 
ADNmt não completamente reparado e, assim, dando origem a mutações 
permanentes do ADNmt. Em outras palavras, à medida que os nucleotídeos 
lesados que não são substituídos a tempo pelos mecanismos de reparação 
das lesões oxidativas, eles podem ser trocados por nucleotídeos errados 
durante a replicação. 
 
Com a alteração da seqüência original de nucleotídeos, os 
novos exons passam a codificar proteínas com estrutura primária alterada, 
possivelmente com perda das funções para as quais são destinadas (Feig et 
al, 1994; Lodish et al, 2000). Assim, tornam-se perenes as alterações do 
DNAmt provocadas pelo insulto oxidativo primário e ainda não reparadas no 
momento em que a hipertermia tem início. Essas mutações levariam à 
formação de mitocôndrias disfuncionais que, por um lado, não produziriam 
quantidades suficientes da energia necessária para a manutenção da 
homeostasia celular, e por outro lado, dariam origem à excessiva formação 
de radicais livres, estabelecendo-se um mecanismo de retroalimentação 
positiva, com a ocorrência de novas lesões do ADNmt e mais acentuada 
disfunção mitocondrial. A morte celular crônica poderia ser o resultado de 
uma crise energético-oxidativa que evolui cumulativamente ao longo do 
tempo, em decorrência do excesso de mutações do ADNmt induzidas pela 
hipertermia pós-isquêmica. 
 
Este modelo fisiopatológico prevê, portanto, que a célula 
neuronal afetada deva, a longo ou médio prazo, finalmente atingir uma crise 
energética e oxidativa que comprometa a sua vitalidade, levando à morte 
neuronal crônica, capaz de explicar tanto o processo neurodegenerativo que 
afeta o prosencéfalo de forma difusa, desencadeado pela hipertermia 
induzida após a isquemia global (Coimbra et al, 1996; Sinigaglia-Coimbra et 
al, 2001), quanto este ora descrito, que afeta a zona de penumbra e que é 
induzido pela hipertermia induzida 24 horas após a reperfusão, no modelo de 
isquemia focal.  
 
Os dados apresentados neste estudo indicam que a hipertermia 
pós-isquêmica mais tardia (iniciada 24 horas após a reperfusão) possa 
desencadear um processo neurodegenerativo mais lento (que começa a 
tornar-se histopatologicamente evidente entre 2 e 6 meses de sobrevida após 
a isquemia focal de 1 hora de duração) em comparação com o provocado 
pela hipertermia induzida depois de 6 horas de recirculação (que já tornar-se 
histopatologicamente evidente entre 7 dias e 2 meses de sobrevida após a 
isquemia focal de 1 hora de duração). 
 
Esse fenômeno também pode ser explicado através do mesmo 
mecanismo fisiopatológico hipotético sugerido nesta discussão. Após o 
decurso 24 horas de recirculação o ADNmt pode ter um número 
relativamente restrito de lesões oxidativas ainda não reparadas nos 
neurônios sobreviventes situados na zona de penumbra (região cortical do 
hemisfério lesado). Dessa forma, as mutações iniciais resultantes de um 
estímulo à replicação, tal como a hipertermia, incidindo somente então, 
seriam induzidas em menor quantidade em comparação com aquelas que 
poderiam ser provocadas por um período de hipertermia de mesma duração, 
mas induzido depois de apenas 6 horas de recirculação, quando um número 
maior de lesões oxidativas não foi ainda reparado. Sendo menor o número 
inicial de mutações, a crise energética e oxidativa proposta neste estudo para 
explicar o processo neurodegenerativo encontrado nos animais 
hipertérmicos, e que leva finalmente à perda da vitalidade neuronal, deve ser 
atingida muito mais tardiamente quando a hipertermia é induzida somente 24 
horas após a reperfusão da isquemia focal de 1 hora de duração, do que 
quando é iniciada 6 horas após a recirculação. 
 
Apesar de que diversos dados clínicos demonstraram efeitos 
nocivos da hipertermia em associação com a isquemia, os estudos clínicos 
não identificaram evolutivamente as características histopatológicas ou 
funcionais dos processos afetados pela hipertermia, mas apenas o que os 
autores têm considerado como resultado funcional final, avaliado após uma 
sobrevida variável adotada em cada estudo. Os resultados experimentais 
apresentados neste estudo sugerem que o quadro clínico possa seguir 
deteriorando-se por diversos meses após a avaliação encarada como 
resultado final no AVE complicado por hipertermia pós-isquêmica, 
enfatizando-se a necessidade do controle rigoroso da temperatura após a 
recirculação propiciada por agentes trombolíticos, de forma a ser 
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Os resultados obtidos neste estudo levam à conclusão de  que: 
 
1. A oclusão da artéria cerebral média durante uma hora na ausência de 
hipertermia subseqüente resulta numa lesão cortical que permanece 
inalterada entre 7 dias,  2 meses e 6 meses. 
2. A hipertermia (39.0-39.5ºC) de 6 horas de duração, ao ser induzida 
imediatamente após a isquemia focal de 1 hora de duração, produz efeitos 
deletérios sobre a região cortical (zona de penumbra) já aos 7 dias de 
sobrevida. 
3. A hipertermia (39.0-39.5ºC) de 6 horas de duração, ao ser iniciada 6 horas 
após a isquemia focal de 1 hora de duração, produz efeitos deletérios sobre 
a região cortical (zona de penumbra) que podem ser observados entre 7 dias 
e 2 meses de sobrevida. 
4. A hipertermia (39.0-39.5ºC) de 6 horas de duração, ao ser iniciada 24 horas 
após a isquemia focal de 1 hora de duração, produz efeitos deletérios sobre 
a região cortical (zona de penumbra) que podem ser observados mais 
tardiamente – entre 2 meses e 6 meses de sobrevida. 
5. Os itens 3 e 4 acima indicam a ocorrência de um processo 
neurodegenerativo crônico auto-sustentado desencadeado pela hipertermia 
(39.0-39.5ºC) de 6 horas de duração, induzida várias horas após a 
recirculação, o qual afeta a longo prazo os neurônios situados previamente 
na zona de penumbra da isquemia focal, sendo a velocidade de sua 
progressão modulada pela latência entre a isquemia e a hipertermia. 
6. A hipertermia (39.0-39.5ºC) de 6 horas de duração, ao ser iniciada 24 horas 
após a isquemia focal de 1 hora de duração, pode desencadear o surgimento 
de um processo neurodegenerativo crõnico auto-sustentado, como 
demonstra o aparecimento de proteína beta-amilóide em animais de 6 meses 
de sobrevida  
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Hyperthermia is highly relevant to the outcome of brain ischemia, as 
it has been documented to be associated with limited neurological recovery and 
increased mortality in victims of stroke. Considering the effects of postischemic 
hyperthermia on the outcome of global ischemia of the rat brain evaluated after long 
survivals, the present study aimed at identifying a similar hyperthermia-induced 
neurodegenerative process in the penumbra zone of transient focal ischemia. 
Adult male wistar rats were submitted to 60-min intra-luminal 
occlusion of the left middle cerebral artery followed by hyperthermia (39.0-39.5ºC) or 
normothermia. In phase one, 6-hour hyperthermia was induced at recirculation and 
followed by 7-day or 2-month survival. In phase two, 2-hour hyperthermia was 
induced at 2-hour, 6-hour or 24-hour recirculation and followed by 7-day or 2-month 
survival. In phase three, 2-hour hyperthermia was induced at recirculation or 6-hour 
hyperthermia was initiated at 2-hour, 6-hour or 24-hour recirculation and followed by 
7-day, 2-month or 6-month survival. The effects of post-ischemic hyperthermia on the 
cortical (penumbra zone) and sub cortical (ischemic core) regions were evaluated 
histopathologically at each survival by measuring the areas of the remaining tissue at 
-0.30 from Bregma. 
Six-hour hyperthermia, induced from 24-hour recirculation caused a 
significant reduction of the cortical remaining tissue between 2- and 6-month 
survivals. When induced from 6-hour recirculation 6-hour hyperthermia determined a 
significant decrease of the cortical remaining tissue that become evident after a 
shorter latency – between 7-day and 2-month survivals. 
These data indicate that post-ischemic hyperthermia triggers a 
chronic neurodegenerative process in the penumbra zone, and suggest that a similar 
process triggered by febrile illnesses during the early recovery from ischemic stroke 
may impair or even annul the benefit of early thrombolyitc therapy in the long run. 
Pathophysiological mechanisms hypothetically involved may include hyperthermia-
induced mutations of the neuronal mitocondrial DNA, leading to a progressive 
oxidative and energetic imbalance that eventually become lethal to neuronal cells. 
